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In der vorliegenden Arbeit wurden Myokardproben des rechtsventrikulären 
Ausflusstraktes von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie sowie Double Outlet Right 
Ventricle vom Fallot - Typ untersucht. Hintergrund der Studie waren Untersuchungen 
anderer Autoren an Cx43 - knock - out Mäusen, die dort Veränderungen des 
kardialen Phänotyps beschrieben, die sie als Fallot - artig interpretierten. Daraus 
wurde die Hypothese entwickelt, dass Änderungen auf der Ebene des Connexin 43 
ursächlich mit der Fallot’schen Tetralogie verbunden sein könnten. Es erfolgte eine 
histologische Analyse von 25 Patientenproben im Hinblick auf die Lokalisation von 
Connexin 43 sowie N - Cadherin. Es zeigte sich eine altersabhängige Verteilung von 
Connexin 43 und N - Cadherin. Insbesondere Patienten der Gruppe 1 (jünger als 
zwei Jahre) zeigten eine Verteilung sowohl an der lateralen Zellseite, als auch am 
Pol der Kardiomyozyten. Mit zunehmendem Alter beschränkten sich sowohl 
Connexin 43 als auch N - Cadherin auf die Disci intercalares zwischen den 
Kardiomyozyten und befanden sich dort in enger Nachbarschaft zueinander. 
Des Weiteren erfolgte eine Analyse der codierenden Region des Connexin 43 Gens 
mittels High Resolution Melting - PCR und sich daran anschließender 
Sequenzierung. Es zeigten sich sowohl bei den Kontrollen als auch den Patienten 
bereits bekannte Single Nucleotide Polymorphismen sowie bis dato unbekannte 
Sequenzvariationen. Allerdings wurden keine homozygoten Veränderungen der DNA 
festgestellt. Auch fand sich keine der heterozygoten Veränderungen in allen 
untersuchten Patienten.  
Somit ist es unwahrscheinlich, dass ein einzelner Basenaustausch zum komplexen 
Krankheitsbild der Fallot’schen Tetralogie beziehungsweise zum Double Outlet Right 
Ventricle vom Fallot - Typ führt. 
 
Abkürzungsverzeichnis 
 V 
Abkürzungsverzeichnis 
 
AK       Antikörper 
AS       Aortenklappenstenose 
ASD       Atriumseptumdefekt 
AVSD       Atrio - ventrikulo - septaler Defekt 
BLV       engl. Borderline Left Ventricle 
BSA       engl. Bovine serum albumine 
CDH - 2      Cadherin - 2 
CK1       Casein - Kinase 1 
CO2       Kohlenstoffdioxid 
Cx       Connexin 
Cx40       Connexin 40 
Cx43       Connexin 43 
Cx45       Connexin 45 
Da       Dalton 
DNA       engl. Desoxyribonucleic acid 
DORV      engl. Double Oulet Right Ventricle 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 
EKG       Elektrokardiogramm 
ER       Endoplasmatisches Retikulum 
FKS       Fetales Kälberserum 
FOG -2      engl. Friend Of GATA 
HCl       Hydrogenchlorid 
HLHS       Hypoplastisches Linksherzsyndrom 
H2O       Wasser 
HRM - PCR engl. High Resolution Melting 
Polymerasechain - Reaction 
MAPK       MAP - Kinase 
MgCl2       Magnesiumchlorid 
mRNA      engl. Messenger RNA 
NaCl       Natriumchlorid 
NaH2PO4      Natriumdihydrogenphosphat 
Na2HPO4      Dinatriumhydrogenphosphat 
Abkürzungsverzeichnis 
 VI
ODDD      Okulo - Dento - Digitale Dysplasie 
p34cdc2 engl. Protein34 cell division control 2 
kinase (Cyclin - abhängige Kinase) 
PA       Pulmonalatresie 
PBS       engl. Phosphate buffered saline 
PCR       engl. Polymerasechain - Reaction 
PKA       Proteinkinase A 
PKC       Proteinkinase C 
RNA       engl. Ribunucleic acid 
SDS       engl. Sodium - Dodecylsulphate 
SNP  engl. Single Nucleotide Polymorphism 
TA       Trikuspidalatresie 
TAPVC engl. Total anomalous pulmonary 
venous connection (totale 
Lungenvenenfehlmündung) 
TBS       engl. TRIS buffered saline   
TGA       Transposition der großen Arterien 
TOF       engl. Tetralogy of Fallot 
TRIS       Tris - Hydroxymethylaminomethan 
V - Scr      engl. viral sarcoma (Tyrosinkinase) 
VSD       Ventrikelseptumdefekt 
WT       Wildtyp 
 
Einleitung 
 1
1. Einleitung 
 
1.1  Angeborene Herzfehler 
 
Etwa 0,5 bis 0,8 % der Kinder haben von Geburt an einen Herzfehler (Sitzmann, 
2006). Diese angeborenen Herzfehler lassen sich in die Gruppe der Vitien mit Links -
Rechts - Shunt (azyanotische Vitien) und die Gruppe der Vitien mit Rechts - Links -
Shunt (zyanotische Vitien) unterteilen.  
Der mit 30 % häufigste azyanotische Herzfehler ist der Ventrikelseptumdefekt (VSD). 
Aber auch Vorhofseptumdefekte (ASD) sowie partielle oder komplette atrioventrikulo 
septale Defekte (AVSD) sind mit einer relativen Häufigkeit von 10 % und  
5 % keine Seltenheit (Sitzmann, 2006). 
In der Gruppe der zyanotischen Herzfehler ist die Fallot’sche Tetralogie (TOF) mit  
10 % der häufigste angeborene Herzfehler (Pinsky und Arciniegas, 1990). Zu den 
zyanotischen Herzfehlern zählen außerdem mit einem Auftreten von 1 bis 3 % (Obler 
et al., 2008) der Double Outlet Right Ventricle (DORV), die Pulmonalatresie (PA) mit 
oder auch ohne VSD, die Trikuspidalatresie (TA) und die Ebstein-Anomalie. 
Komplexe Vitien, welche sich nicht der einen oder anderen Gruppe zuordnen lassen, 
sind die Transposition der großen Arterien (TGA), die totale 
Lungenvenenfehlmündung (TAPVC) sowie das Hypoplastische Linksherzsyndrom 
(HLHS). 
 
Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den zyanotischen Vitien Fallot Tetralogie (TOF) und 
Double Outlet Right Ventricle (DORV) vom Fallot - Typ. 
 
Einleitung 
 2
1.1.1 Fallot’sche Tetralogie (TOF) 
 
Das komplexe kardiale Krankheitsbild der Fallot’schen Tetralogie wurde 1888 von 
Etienne Louis Arthur Fallot beschrieben und ist mit 10 % der häufigste angeborene 
zyanotische Herzfehler (Fallot, 1888; Pinsky und Arciniegas, 1990). Aufgrund des 
zyanotischen Erscheinungsbildes bezeichnete Fallot das Krankheitsbild auch als 
„maladie bleu“. Die vier Kennzeichen der Fallot´schen Tetralogie sind die 
Hypertrophie des rechten Ventrikels, die Pulmonalstenose, der Ventrikel-
septumdefekt sowie die über diesen „reitende“, dextroponierte Aorta. Wenn dazu 
noch ein Vorhofseptumdefekt besteht, spricht man von der sogenannten Fallot’schen 
Pentalogie (Van Praagh, 1989). Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der 
für die Fallot’sche Tetralogie charakteristischen Veränderungen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der vier Merkmale (Pulmonalklappenstenose, 
Ventrikelseptumdefekt, Rechtsherzhypertrophie, überreitenden Aorta, rot gekennzeichnet) der 
Fallot Tetralogie. (Dargestellt nach Salameh et al., 2013) 
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1.1.2 Double Outlet Right Ventricle (DORV) vom Fallot - Typ 
 
Eine weitere zu den konotrunkalen Herzfehlern zählende Pathologie ist der Double 
Outlet Right Ventricle. Eine erste Beschreibung dieser Anomalie stammt aus dem 
Jahr 1703 vom französischen Arzt Mery. Erst im Jahr 1982 wurde eine erste 
Publikation über diesen zyanotischen Herzfehler veröffentlicht (Van Praagh et al., 
1982). 
Der Double Outlet Right Ventricle ist ein angeborenes Vitium, bei welchem sowohl 
die Aorta als auch die Arteria pulmonalis aus dem rechten Ventrikel entspringen 
(dargestellt in Abbildung 2). Außerdem ist ein Ventrikelseptumdefekt vorhanden, 
wodurch das Blut aus dem rechten und linken Ventrikel vermischt wird. Existiert 
zudem eine Pulmonalstenose und liegt der VSD subaortal, spricht man vom Double 
Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ. Der Septumdefekt wird in vier Typen unterteilt  
(Lev et al., 1972), wobei der subaortale VSD insgesamt 50 % aller Typen ausmacht. 
Die Abgrenzung zur Fallot’schen Tetralogie erfolgt zum einen durch die bei DORV 
fehlende aortomitrale fibröse Kontinuität (Schumacher et al.; 2001) und zum anderen 
über das Ausmaß der reitenden Aorta.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Double Outlet Right Ventricle. (Dargestellt nach 
Salameh et al., 2013) 
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1.1.3 Embryologie 
 
Bei der Fallot’schen Tetralogie erfolgt keine oder eine nur mangelhafte Rotation des 
Konus bzw. des Infundibulums (Van Praagh et al., 1970; Goor et al., 1971; Patterson 
et al., 1974; Shinebourne et al., 1975; Becker et al., 1975; Anderson et al., 1977; 
Anderson et al., 2008) gegenüber dem Ventrikel. Dadurch kommt es zu einem 
Abweichen des infundibulären Septums und ein vollständiger Verschluss des 
Septums ist nicht mehr möglich. Als Folge entstehen eine Dextroposition der Aorta 
sowie eine Obstruktion des rechtsventrikulären Ausflusstraktes. Der Schweregrad 
dieser Obstruktion hängt maßgeblich vom Ausmaß der Septumdeviation und der 
Hypertrophie des Infundibulums ab (Shinebourne et al., 1975; Schumacher et al.; 
2001). Für die Entstehung der Fallot’schen Tetralogie werden verschiedene Faktoren 
diskutiert (Greenwood et al., 1975; Feldman et al., 1977; Lammer et al., 1985; 
Matalon et al., 2003; Abu-Sulaiman und Subaih, 2004; Alverson et al., 2011).  Es 
wird ein gehäuftes familiäres Auftreten und eine Assoziation mit 
Chromosomenanomalien, insbesondere Trisomie 13,18 und 21 (Perry et al., 1993), 
beobachtet (Greenwood et al., 1975; Ferencz et al., 1989; Ferencz et al., 1997). 
Darüber hinaus werden mütterlicher Diabetes während der Schwangerschaft (Abu-
Sulaiman und Subaih, 2004), mütterlicher Zigarettenkonsum (Alverson et al., 2011), 
sowie mütterliche Phenylketonurie (Matalon et al., 2003) als mögliche Ursachen 
angesehen. Aber auch die mütterliche Erstinfektion mit Röteln (Campell, 1961), die 
Einnahme von Retinoiden im 1. Trimenon (Lammer et al., 1985) oder die Behandlung 
mit Trimethadion / Paramethadion (Feldman et al., 1977) wurden schon mit der 
Entstehung von Fallot in Zusammenhang gebracht. 
 
Beim Double Outlet Right Ventricle bleibt unterhalb beider Semilunarklappen ein 
muskulärer Konusrest bestehen. Aorten- und Pulmonalklappe befinden sich in etwa 
auf derselben Höhe und eine fibröse Kontinuität zwischen vorderem 
Mitralklappensegel und einem der beiden Ostien der Semilunarklappen kommt nicht 
zu Stande. Auch findet nur eine unvollständige konoventriuläre Verschiebung sowie 
eine unvollständige Rotation des distalen Konus statt. Aorta und Arteria pulmonalis 
kommen in der sogenannten Seit - zu - Seit - Stellung zu liegen (Schumacher et al.; 
2001). 
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1.1.4 Klinik 
 
Das klinische Erscheinungsbild des Morbus Fallot wird vor allem durch den 
Schweregrad der Obstruktion des rechtsventrikulären Ausflusstraktes bestimmt.   
Die Patienten zeigen häufig eine zentrale Zyanose mit Blaufärbung der Lippen sowie 
eine erniedrigte periphere Sauerstoffsättigung. Erfolgt eine Korrektur erst zu einem 
späteren Zeitpunkt, verstärkt sich die zentrale Zyanose durch das Wachstum sowie 
die vermehrte körperliche Aktivität. Bei körperlicher Belastung nehmen die Patienten 
oft eine Hockstellung ein, um durch die Erhöhung des Gefäßwiderstandes im 
Systemkreislauf eine Verminderung des Rechts - Links - Shunts zu erreichen und die 
Perfusion der Lunge positiv zu beeinflussen (Lurie, 1953; Guntheroth et al., 1968).  
Außerdem kann es zu hypoxämischen Anfällen kommen, welche mit einer schnell 
zunehmenden Zyanose, Tachy - oder Bradypnoe und Bewusstseinseintrübung 
einhergehen.  
Bei chronisch andauernder Unterversorgung mit Sauerstoff kann die Ausbildung der 
sogenannten Trommelschlegelfinger mit Uhrglasnägeln eine Folge sein. Es tritt auch 
eine vermehrte Gefäßinjektion der Schleimhäute und Konjunktiven sowie eine 
Gingivahyperplasie auf.  
Aufgrund der hohen Ähnlichkeit des anatomischen Defektes von Morbus Fallot und 
DORV vom Fallot - Typ sind sowohl die Symptome als auch die Diagnostik und 
Therapie ähnlich (Ong et al., 2012; Sharkey und Sharma, 2012; Raju et al., 2013).  
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1.1.5 Diagnostik  
 
Bei der Auskultation der Patienten fällt ein raues, hochfrequentes, spindelförmiges 
Systolikum auf. Dieses hat sein punctum maximum über dem 3. bis 4. 
Interkostalraum links parasternal und entsteht in Folge der Pulmonalstenose 
(Vogelpoel und Schrire, 1955).   
Im EKG der Patienten zeigt sich meist ein Sinusrhythmus bei Rechtslagetyp. Des 
Weiteren findet man insbesondere bei Patienten mit der Fallot’schen Tetralogie 
Zeichen einer Rechtsherzhypertrophie sowie möglicherweise einen inkompletten 
oder kompletten Rechtsschenkelblock. Außerdem kann es zur Störung der 
Erregungsrückbildung kommen (Woods, 1952; Higgins und Mulder, 1972).  
Das Röntgenbild der Patienten wird erst im Kindesalter und später auffällig. Dabei 
wird der Fallot Tetralogie die sogenannte Holzschuh-Form  - „Coeur en sabot“ - 
zugeordnet. Bei dieser Herzform ist die Taille verbreitert und die Herzspitze 
angehoben (Aziz und Abed, 2010).  
Die Verdachtsdiagnose einer Fallot’schen Tetralogie bzw. eines Double Outlet Right 
Ventricle wird durch die echokardiografische Untersuchung bestätigt. Ziel ist es, die 
einzelnen Charakteristika genauer zu evaluieren. Die Lage und Größe des VSD, das 
Ausmaß der Obstruktion des rechtsventrikulären Ausflusstraktes soll bestimmt und 
eventuell vorhandene andere Fehlbildungen diagnostiziert werden. 
Heutzutage gilt neben der Echokardiografie als Primärdiagnostik vor allem die 
Magnetresonanztomografie als Goldstandard bei der Beurteilung und 
Verlaufskontrolle von angeborenen Herzfehlern (Rajappan et al., 2000; Gutberlet et 
al., 2003; Prasad et al., 2004). Es erfolgt eine detaillierte Darstellung aller 
anatomischen Verhältnisse ohne Strahlenbelastung. Dies hilft dem Chirurgen bei der 
Planung der operativen Strategie (Higgins et al., 1988; Gutberlet et al., 2001; Natale 
et al., 2001). 
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1.1.6 Therapie 
 
Ziel der chirurgischen Therapie der Fallot Tetralogie und des Double Outlet Right 
Ventricle vom Fallot - Typ ist der Verschluss des Ventrikelseptumdefekts sowie die 
Reduktion der Pulmonalstenose, um schlussendlich korrekte physiologisch - 
anatomische Verhältnisse herzustellen und eine suffiziente Versorgung des Körpers 
mit Sauerstoff zu gewährleisten. 
1954 wurde als palliative Maßnahme von Alfred Blalock und Helen Taussig der 
sogenannte Blalock - Taussig - Shunt entwickelt (Blalock und Taussig, 1984). Es wird 
eine Anastomose zwischen der Arteria subclavia und der rechten bzw. linken 
Pulmonalarterie hergestellt. Ziel ist es eine Verringerung der Zyanose durch die 
vermehrte Durchblutung der Lungen zu erreichen. 
Im selben Jahr erfolgte die erste umfangreiche operative Korrektur durch Lillehei et 
al. (Lillehei et al., 1955).  
Zehn Jahre später (1964) wurde erstmalig ein DORV vom Fallot - Typ durch Kirklin et 
al. erfolgreich korrigiert (Kirklin et al., 1964). 
Der Zeitpunkt der optimalen chirurgischen Korrektur wird kontrovers diskutiert und 
hängt unter anderem maßgeblich vom Ausmaß der Zyanose des Patienten ab 
(Kirklin et al., 1990; Pigula et al., 1999; Van Arsdell et al., 2000; Dodge-Khatami et 
al., 2001; Van Arsdell und Yun, 2005). Aufgrund von sehr guten Ergebnissen bei der 
sofortigen Korrektur mit niedriger Mortalität, Freiheit von Re - Operation und das 
Ermöglichen eines altersentsprechenden Wachstums des RVOT (Miyamura et al., 
1993; Murphy et al., 1993; Sousa Uva et al., 1995; Parry et al., 2000), wird die 
palliative chirurgische Therapie heute nur noch selten angewendet (Mulder et  al., 
2002). 
Wird eine Korrektur - Operation durchgeführt, so besteht diese aus dem Verschluss 
des Ventrikelseptumdefekts sowie der Resektion der Pulmonalstenose. Es kann 
auch eine annuläre Patcherweiterung des RVOT erfolgen, jedoch zeigt die Operation 
ohne Patcherweiterung eine geringere Morbidität (Norozi et al., 2004). Durch die 
verbesserten Operationsmethoden sowie die frühzeitige Korrektur der Fehlbildungen 
liegt die Überlebensrate der Patienten 20 bis 30 Jahre nach der Operation zwischen 
89 und 94 % (Nollert et al., 1997; Norgaard et al., 1999). 
Beim DORV vom Fallot - Typ erfolgt die Korrektur durch eine sogenannte Tunnel-
Operation. Hierbei wird eine Prothese in den rechten Ventrikel gelegt. Über diesen 
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Tunnel gelangt das Blut vom linken Ventrikel durch den VSD in die Aorta. Das Blut im 
rechtsventrikulären Ausflusstrakt fließt dabei um die Prothese herum durch die 
Pulmonalklappe (Schmidt und Asfour, 2009). 
 
1.1.7 Genetische Veränderungen bei Patienten mit angeborenen Herzfehlern  
 
In vielen Studien wurde bislang gezeigt, dass das Auftreten von kardialen Anomalien 
mit Chromosomenaberrationen assoziiert sein kann. So haben etwa 4,5 % aller 
Lebendgeborenen ein komplexes Krankheitsbild, bestehend aus einer 
Chromosomenanomalie in Kombination mit einem angeborenen Herzfehler 
(Witkowski et al., 1999). In einer anderen Studie waren sogar 22 % (Chaoui et al., 
1996) bzw. 33 % betroffen (Tennstedt et al., 1999). Häufig ist dabei die Assoziation 
von Trisomie 13, 18 oder 21 mit ASD und VSD. Umgekehrt haben ein Achtel der 
Patienten mit Fallot Tetralogie auch eine Trisomie 13,18 oder 21 (Perry et al., 1993). 
Zudem wurde bei bis zu 9 % der Patienten mit TOF eine Mikrodeletion auf 
Chromosom 22q11.2 detektiert (Maeda et al., 2000; Khositseth et al., 2005), 
allerdings bei keinem der Patienten mit DORV. 
Neben den Chromosomenaberrationen scheint aber auch die korrekte Funktion von 
Transkriptionsfaktoren während der Kardiogenese und somit auch bei der 
Entstehung einer Fallot´schen Tetralogie eine wichtige Rolle zu spielen. 
Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise GATA 4, 5, 6 oder auch Kofaktoren wie 
FOG2, zeigen genetische Veränderungen bei Patienten mit TOF und DORV (Nemer 
et al., 2006; De Luca et al., 2011; Wang et al., 2012; Wei et al., 2013).  
Darüber hinaus könnten auch andere Proteine an der Entstehung der Fallot´schen 
Tetralogie beteiligt sein. Connexin 43, ein Baustein der Gap junctions, welche im 
Herzen die Kardiomyozyten elektromechanisch und funktionell koppeln, liegen bei 
Patienten mit Morbus Fallot lateralisiert vor (Kolcz et al., 2005). Bei Patienten mit 
hypoplastischem Linksherzsyndrom, einem anderen angeborenen Herzfehler, wurde 
bereits ein Teil des Cx43 Gens auf Mutationen untersucht. Es fanden sich sowohl 
stumme Polymorphismen als auch Missense - Mutationen im Bereich von Phos-
phorylierungsstellen (Dasgupta et al., 2001). 
 
Im Folgenden soll daher näher auf Gap junctions und Connexine eingegangen 
werden.  
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1.2 Zell - Zell - Kommunikation und - Adhäsion 
 
1.2.1 Gap junctions 
 
Die Grundlage für die direkte Zell - Zell - Kommunikation zwischen benachbarten 
Zellen bilden die Gap junctions (Salameh et al., 2009). Der Begriff Gap junction 
wurde im Jahr 1967 durch Jean - Paul Revel und Morris Karnovsky eingeführt. Sie 
zeigten am Mäuse - Herz erstmalig, dass sich die Plasmamembranen benachbarter 
Zellen im Bereich der Gap junctions nur in einem Abstand von zwei bis vier 
Nanometer zueinander befinden (Revel und Karnovsky, 1967). Gap junctions 
gewährleisten den Austausch von beispielweise Ionen, Metaboliten, Micro - RNA, 
Wasser, Zucker und anderen Molekülen bis zu einer Größe von 1000 Da (Simpson et 
al., 1977; Imanaga, 1987; Elfgang et al., 1995;  Kumar und Gilular, 1996; Aucher et 
al.,2013). Zusätzlich zum Molekültransport sind die Gap junction - Kanäle auch für 
die Weiterleitung von Aktionspotenzialen verantwortlich (Weingart und Maurer, 1988; 
Spray et al., 1991; Vogel und Weingart, 2002). Aufgrund dessen spielen sie eine 
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Geweben und Organen, der 
Embryogenese sowie Wachstums - und Heilungsvorgängen (Davies et al., 1996; 
Coutinho et al., 2003). 
Das breite Spektrum an Aufgaben erklärt auch das Auftreten der Gap junctions in 
verschiedensten Geweben, wie beispielsweise dem Nervensystem, dem 
Herzmuskel, der Leber, der Retina und der Bauchspeicheldrüse (Salameh et al., 
2012; Solan et al., 2012; Pocrnich et al., 2012; Balasubramaniyan et al., 2013; Kato 
et al., 2013; Masamune et al., 2013; May et al., 2013). 
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1.2.2 Connexine als Bausteine der Gap junctions 
 
In den Zellmembranen benachbarter Zellen befindet sich je ein Hemikanal, das 
sogenannte Connexon. Zwei Connexone bilden zusammen den Gap junction - Kanal 
aus. Jeder Hemikanal ist aus sechs Protein - Untereinheiten, den Connexinen, 
aufgebaut. Sind diese Einheiten eines Connexons vom gleichen Connexin - Typ, so 
werden diese als homomer bezeichnet. Setzen sie sich aus unterschiedlichen 
Connexin - Subtypen zusammen, werden sie als heteromer bezeichnet. Des 
Weiteren kann man zwischen homotypischen und heterotypischen Gap junctions 
unterscheiden, je nachdem ob sie aus identischen oder unterschiedlichen 
Connexonen aufgebaut sind (Bruzzone et al., 1996; Gros und Jongsma, 1996). Die 
Zusammensetzung der Gap junction - Kanäle entscheidet auch über deren 
biophysikalischen Eigenschaften und die Permeabilität (Weber et al., 2004). 
 
Es gibt verschieden Subtypen der Connexine, welche nach ihrem Molekulargewicht 
benannt werden (Goodenough et al., 1996). Bei Verwendung dieser Nomenklatur 
wird als Präfix ein Kleinbuchstabe verwendet, welcher die Spezies, in der das 
Connexin vorkommt, kennzeichnen soll. Darauf folgt die Abkürzung „Cx“ für 
Connexin und als Suffix wird das Molekulargewicht in kDa angegeben (Eiberger et 
al., 2001). 
Alle Connexine haben den gleichen Grundaufbau (Abbildung 3, Seite 11): sie 
bestehen aus vier Transmembrandomänen, einer intra - und zwei extrazellulären 
Schleifen sowie einem Amino - und einem Carboxyterminus. Während der N -
Terminus und der zentrale Teil der Connexine 43 und 32 bis zu 58 % homolog sind 
(Beyer et al., 1987), variiert die Länge des Carboxyterminus und ist verantwortlich für 
das unterschiedliche Molekulargewicht der Connexine. Zur Stabilisierung des 
Connexins sind die extrazellulären Schleifen durch Disulfidbrückenbindungen 
miteinander verbunden (Dahl et al., 1994; Foote et al., 1998; Yeager, 1998). 
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Abbildung 3: Darstellung der Zusammensetzung der Gap Junctions aus Connexinen sowie 
Aufbau des Connexins (Modifiziert nach der University of New South Wales, 2008) 
 
Der Auf - und Abbau der Connexine folgt dem regulären Weg der Plasmaprotein -
Synthese. Zuerst werden die Proteine an den Ribosomen des endoplasmatischen 
Retikulums (ER) synthetisiert und dann in die Membran des ER eingebaut. Schon im 
ER findet die Ausbildung der Disulfidbrückenbindungen zwischen den extrazellulären 
Schleifen statt. Danach wandern die Connexine vom ER zum Trans - Golgi - Apparat. 
Sowohl im ER, als auch im Trans - Golgi - Apparat erfolgen die ersten 
Phosphorylierungsschritte, welche die Grundlage für die Oligomerisierung der 
Connexine zu Connexonen und somit auch die Basis für die Ausbildung 
funktionsfähiger Gap junction - Kanäle bilden. Die oligomerisierten, in Vesikel 
befindlichen Connexone werden dann entlang der Mikrotubuli zur Zellmembran 
transportiert und dort in die Membran integriert (Berthoud et al., 2004). 
Der Abbau der Connexone kann sowohl über den lysosomalen als auch den 
proteasomalen Weg erfolgen (Berthoud et al., 2004). 
Beim lysosomalen Abbau nimmt eine Zelle den kompletten Gap junction - Kanal 
mittels Endozytose auf. Das entstehende Vesikel mit einer Doppelmembran wird als 
annulare Gap junction bezeichnet und mit Hilfe der Lysosomen abgebaut (Larsen et 
al., 1979; Beardslee et al., 1998). 
Geschlossen Offen Gap Junctions 
Connexon Zelle 1 
Connexon Zelle 2 
Connexin 
Plasmamembran 
Plasmamembran 
extrazellulär 
N-Terminus 
C-Terminus 
 
Connexin Struktur 
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Ein anderer Abbauweg wird notwendig, wenn sich die Connexine im ER nicht korrekt 
gefaltet haben und vom ER direkt zum Abbau dem Proteasom zugeführt werden. 
Connexine können durch Ubiquitinylierung modifiziert werden. Allerdings ist der 
genaue Abbauweg der Connexine noch nicht vollständig aufgeklärt (Beardslee et al., 
1998; Berthoud et al., 2004). 
 
Ein wichtiger Mechanismus, um die Anpassung der Zell - Zell - Kommunikation an 
veränderte Umweltbedingungen zu gewährleisten, ist die Phosphorylierung der 
Connexine. Diese spielt in allen Phasen des Connexin Zyklus vom Transport in die 
Plasmamembran bis hin zum Abbau eine entscheidende Rolle (Lampe und Lau, 
2004). Insbesondere Serinreste des Carboxy - Terminus werden phosphoryliert. 
Ebenso ist aber eine Phosphorylierung an Threonin - und Tyrosinresten möglich 
(Goodenough et al., 1996). 
Im Rahmen dieser Arbeit ist besonders die Phosphorylierung des Connexin 43 von 
Interesse. Dieses kommt in drei Formen vor: P0, P1 und P2. P0 stellt die nicht 
phosphorylierte Form, P1 und P2 stellen jeweils phosphorylierte Formen dar (Gros 
und Jongsma, 1996). 
Die Phosphorylierung durch unterschiedliche Kinasen führt zu einer gesteigerten 
oder reduzierten interzellulären Kommunikation. Kinasen, welche für die 
Phosphorylierung des Connexin 43 eine Rolle spielen (dargestellt in Abbildung 4, 
Seite 13), sind die Proteinkinase A (PKA), die Proteinkinase C (PKC), die Serin - 
Threonin - Kinase p34cdc2 (p34), die Casein - Kinase 1 (CK1), die MAP - Kinase 
(MAPK) und die pp60scr - Kinase (v - Scr) (Lampe und Lau, 2004). 
Die Phosphorylierung durch die PKA und CK1 bewirkt durch einen vermehrten Gap 
junction Aufbau eine gesteigerte Zellkommunikation. Im Gegensatz dazu führen die 
PKC, p34, v - Scr und MAPK zu einer verminderten interzellulären Kommunikation 
(Lampe und Lau, 2004). Durch Laird et al. konnte gezeigt werden, dass 
insbesondere an den Aminosäureresten 271 bis 382 des Carboxy - Terminus von 
Connexin 43 Phosphorylierungen statt finden und in eben diesem Bereich 
Erkennungsstellen für die verschiedensten Kinasen lokalisiert sind (Laird et al., 1991; 
Goodenough et al., 1996). 
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Abbildung 4: Darstellung der Phosphorylierungsstellen des Connexin 43. 
Die Bindungsstellen der unterschiedlichen Kinasen sind farbcodiert dargestellt; hellgrün: pp60scr -
Kinase (v - Scr); rosa: MAP - Kinase (MAPK); blau: Protein - Kinase C (PKC), orange: Serin - Threonin 
- Kinase p34cdc2 (p34); dunkelgrün: Casein - Kinase 1 (CK1), lila: Protein - Kinase A (PKA)  
(Dargestellt nach Lampe und Lau, 2004) 
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1.2.3 Connexin 43 
 
Insgesamt wurden bisher 21 Isoformen humanen Connexins identifiziert (Söhl und 
Willecke, 2004), die gewebespezifisch exprimiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde Connexin 43 untersucht, welches neben Connexin 40 und 45 das 
hauptsächlich exprimierte Connexin im menschlichen Herzen darstellt und vor allem 
im Arbeits - und Ventrikelmyokard auftritt (Davis et al., 1995).  
Die genetische Information für Connexin 43 ist auf Chromosom 6 lokalisiert. Das Gen 
besteht aus zwei Exons, welche durch ein Intron voneinander getrennt sind. Die für 
das Connexin codierende Region befindet sich auf Exon 2 (Willecke et al., 2002). 
Connexin 43 besitzt eine kurze Halbwertszeit von 90 Minuten und kann sich so 
schnell an veränderte physiologische Bedingungen anpassen. Rechsteiner et al. 
berichteten, dass insbesondere bei Proteinen mit einer schnellen Umsatzrate das 
Vorliegen einer Prolin -, Glutaminsäure-, Serin- und Threonin - reichen Sequenz, 
auch PEST - Sequenz genannt, charakteristisch ist (Rechsteiner und Rogers, 1996). 
Eine solche Sequenz ist auch im Cx43 zu finden (Laird et al., 1991). 
Die Expression des Cx43 hängt von unterschiedlichsten Faktoren, wie vermehrter 
Dehnung und Wandspannung, ab und kann sich im Rahmen pathologischer 
Prozesse ändern (Salameh et al., 2010; Salameh et al., 2012).  
Im menschlichen Herzen ist Connexin 43 vor allem am Glanzstreifen (Disci 
intercalares), also an den distalen Enden der Myofibrillen zu finden (Hoyt et al., 1989; 
Severs, 1990) und gewährleistet dort eine geordnete Weiterleitung des 
Aktionspotentials. Ändert sich die Lokalisation des Connexins, kann keine geordnete 
Erregung mehr stattfinden, und es kommt beispielsweise zur Entstehung von 
Vorhofflimmern (Polontchouk et al., 2001; Dhein et al., 2011). Eine solche 
Lateralisierung des Cx43 wurde aber auch im Rahmen von angeborenen 
Herzfehlern, wie der Fallot’schen Tetralogie beobachtet (Kolcz et al., 2005). 
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1.2.4 Disci intercalares 
 
An den Glanzsteifen zwischen den Kardiomyozyten befinden sich neben den Gap 
junction - Kanälen auch die Desmosomen (Macula adhaerens) und die Fascia 
adhaerens. Die Zell - Zell - Adhäsion wird durch die Fascia adhaerens und die 
Desmosomen vermittelt. Hingegen sind die Gap junctions vor allem für die 
interzelluläre Kommunikation verantwortlich.  
Die Verbindungselemente am Glanzstreifen lassen sich räumlich nicht streng 
voneinander trennen und werden als Area composita bezeichnet (Borrmann et al., 
2006; Franke et al., 2006; Pieperhoff und Franke, 2007). Die Area composita ist ein 
myokardspezifischer Proteinkomplex, bestehend aus Desmoplakin, Cateninen, 
Plakophilinen, desmosomalen Cadherinen sowie N - Cadherin (Aberle et al., 1996). 
Im menschlichen Herzmuskel werden die Zell - Zell - Adhäsion und die Verbindung 
der Gap junctions mit dem Zytoskelett durch N - Cadherin hergestellt (Angst et al., 
1997; Palatinus et al., 2011). 
 
 
1.2.5 N - Cadherin 
 
N - Cadherin gehört zur Familie der Cadherine und zur Untergruppe der klassischen 
Cadherine Typ 1. Cadherine sind transmembrane, Calcium - abhängige 
Glykoproteine, deren Aufgabe die mechanische Stabilisierung des Zellverbandes 
sowie die Vermittlung von Zell - Zell - Kontakten ist. Außerdem spielen sie eine 
wichtige Rolle bei der embryonalen Morphogenese, bei der Signaltransduktion und 
Zellpolarität (Yagi und Takeichi, 2000; Angst et al., 2001).  
Cadherine bestehen aus einer extrazellulären, einer transmembranen und einer 
intrazellulären Proteindomäne. Bisher sind in der Familie der Cadherine bis zu 300 
verschiedene Proteine identifiziert worden, welche sich in ihrem extrazellulären Anteil 
unterscheiden (Yagi und Takeichi, 2000; Angst et al., 2001). 
Während der intrazelluläre Anteil des Cadherins mit Cateninen interagiert, welche die 
Verbindung zum Aktin und somit zum Zytoskelett herstellen, vermittelt die 
extrazelluläre Domäne calciumabhängig die Zell - Zell - Adhäsion (Steinberg und 
McNutt, 1999). Kommt es zu einem Absinken der Calcium - Konzentration, trennen 
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sich die für die Zelladhäsion essenziellen N - Cadherin - Dimere von denen der 
Nachbarzelle. Verringert sich die Calcium - Konzentration weiter, wird auch die 
stabförmige Konformation der Monomere aufgehoben. 
Die meisten Zellen exprimieren eine Vielzahl von Cadherin - Subtypen. Eine 
Ausnahme bildet hierbei die menschliche Herzmuskelzelle. Kardiomyozyten 
exprimieren nur das N - Cadherin, welches hauptsächlich in der Area composita zu 
finden ist (Kostetskii et al., 2005). Das N - Cadherin wird auch als Cadherin - 2  
(CDH - 2) bezeichnet und durch das gleichnamige Gen codiert. Das Gen ist auf dem 
menschlichen Chromosomen 18q11.2 lokalisiert und besteht aus insgesamt 16 
Exons.  
Durch die von diesen Proteinen vermittelte Zelladhäsion spielt N - Cadherin bei der 
Embryogenese eine essenzielle Rolle. So dient die Adhäsion als Überlebenssignal 
embryonaler Zellen (Luo et al., 2001). Des Weiteren ist N - Cadherin ein 
Schlüsselmolekül bei der Entwicklung der Links - Rechts - Asymmetrie von 
Wirbeltieren (Garcia - Castro et al., 2000) sowie während der Gastrulation (Derycke 
und Bracke, 2004). Aber auch auf die Trabekularisierung des embryonalen Herzens 
hat es einen entscheidenden Einfluss (Ong et al., 1998). Durch den Einfluss auf die 
Stabilität der Zell - Zell - Verbindungen können Veränderungen des N - Cadherin 
fatale Auswirkungen haben. Eine regelrechte frühe Herzentwicklung sowie 
Myogenese wird durch Veränderungen im N - Cadherin verhindert (Linask et al., 
1997; Radice et al., 1997). Neben der Embryogenese spielt N - Cadherin auch bei 
der Pathogenese von Arrhythmien eine Rolle. Fehlt N - Cadherin, werden die Gap 
junction - Kanäle instabil und es kann keine regelrechte Erregung der Zellen mehr 
stattfinden (Li et al., 2005).  
Zudem konnten Kostin et al. zeigen, dass in kultivierten adulten Kardiomyozyten von 
Ratten die regelrechte N - Cadherin Formation essenziell für die Anordnung des 
Connexin 43 ist (Kostin et al., 1999). 
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2. Zielstellung  
 
Connexin 43 ist ein Transmembranprotein, welches im humanen Myokard die Gap 
junction - Kanäle zur funktionellen sowie elektromechanischen Kopplung der 
Kardiomyozyten ausbildet. Hintergrund der Studie waren Untersuchungen anderer 
Autoren an Cx43 - knock - out Mäusen, die dort Veränderungen des kardialen 
Phänotyps beschrieben, die sie als Fallot - artig interpretierten. Daraus wurde die 
Hypothese entwickelt, dass Änderungen auf der Ebene des Connexin 43 ursächlich 
mit der Fallot’schen Tetralogie verbunden sein könnten. Verschiedene Studien 
deuteten auf eine mögliche Veränderung der Lokalisation von Cx43 im Myokard bei 
Patienten mit Fallot´scher Tetralogie hin (Kolcz et al., 2002; Kolcz et al., 2005). Ein 
Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Lokalisation des Cx43 in Myokardproben aus 
dem rechtsventrikulären Ausflusstrakt von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und 
Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ altersabhängig zu untersuchen. Des 
Weiteren soll der Fokus ebenfalls auf der Lokalisation des Adhäsionsproteins  
N - Cadherin liegen, da dieses eine wichtige Rolle für die Integrität von Cx43 spielt. 
Die Veränderungen der Cx43 Lokalisation könnten auch in Mutationen begründet 
liegen, welche eine gestörte Phosphorylierung und damit einen fehlerhaften Einbau 
in die Zellmembran zur Folge haben.  Um diese Frage zu beantworten, soll bei den 
Patienten die codierende Region des Cx43 - Gens mittels High Resolution Melting - 
PCR und anschließender Sequenzierung auf genetische Veränderungen untersucht 
werden. 
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3. Material 
 
3.1 Allgemeine Geräte 
 
 
Kühlschrank       Liebherr, Premium, Bosch; 
        Stuttgart, Deutschland 
 
 
Sparkfree Laboratory Refigerator    Thermo Fisher Scientiefics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
 
Feinwaage       Sartorius AG; 
        Göttingen, Deutschland 
 
 
Waage       Faust Laborbedarf AG; 
        Schaffhausen, Deutschland 
 
 
Sterilbank       Heraeus Instruments 
        Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
 
Brutschrank       Heraeus Instruments 
        Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
 
Megafuge 1.0R      Heraeus Instruments 
        Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
 
Eppendorf Zentrifuge 5417R  Eppendorf-Netheler-Hinz-
GmbH; Hamburg, Eppendorf 
 
 
Mini spin plus Zentrifuge     Eppendorf Research; 
        Hamburg, Deutschland 
 
 
Vortex Mixer neoLab 7.2020  neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH; 
  Heidelberg, Deutschland 
 
  Material 
 19 
 
pH - Meter InoLab; 
  Weilheim, Deutschland 
 
 
Rührer   Faust Laborbedarf Ag; 
 Schaffhausen, Deutschland 
 
 
Wasserbad Aqua Tec GFL 1083 Thermo Fisher Scientifics; 
 Dreieich, Deutschland 
 
 
Varioklav, Dampfsterilisator  Thermo Fisher Scientifics; 
 Dreieich, Deutschland 
 
 
Pipetus® Standard      Hirschmann Laborgeräte; 
        Eberstadt, Deutschland 
 
 
Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Jena GmbH; 
 Jena, Deutschland 
 
 
Mikroskop „AxioPolan 2“  Carl Zeiss Jena GmbH; 
  Jena, Deutschland 
 
 
Kamera „AxioCam MRc5“  Carl Zeiss Jena GmbH; 
  Jena, Deutschland 
 
 
Mikrowelle       Moulinex; 
Micro - Chef MO505     Offenbach/Main, Deutschland 
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3.2 Allgemeine Materialien 
 
 
15 ml Falconröhrchen  Cellstar, Greiner bio-one 
GmbH; 
 Frickenhausen, Deutschland 
 
 
Pipetten Eppendorf Research; 
  Hamburg, Deutschland 
 
 
5 ml, 15 ml, 25 ml Pipetten Cellstar, Greiner bio-one 
GmbH; 
 Frickenhausen, Deutschland 
 
 
Eppendorfgefäße  Eppendorf Research; 
 Hamburg, Deutschland 
 
 
Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen   Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
         
Spritze 20 ml      BD Plastipak; 
        Heidelberg, Deutschland 
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3.3 Immunhistochemie 
 
 
Auqa dest. Milli Q Academic System    Millipore GmbH; 
     Schwalbach, Deutschland 
 
 
Tris     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
     Karlsruhe, Deutschland 
 
 
SDS Ultra Pure     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
     Karlsruhe, Deutschland 
 
Glycin     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
     Karlsruhe, Deutschland 
 
 
BSA   Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; Steinheim, Deutschland 
 
 
Chicagoblau 6B  Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; Steinheim, Deutschland 
  
 
Triton X - 100   Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; Steinheim, Deutschland 
 
 
Xylol        Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 100 %, 96 %, 70 %    Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Natriumdihydrogenphosphat - Dihydrat   Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Di-Natriumhydrogenphosphat - Dihydrat  Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Formaldehydlösung säurefrei    Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
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4 % - iges - Formalin nach Lilie 
 
22,5 g NaH2PO4 x 2H2O 
50,5 g Na2HPO4 x 2H2O 
55 ml 37 % Formaldehyd 
 
Auf 5 l Aqua dest. 
 
 
10 x TBS, pH 7,6 
 
0,5 M Tris - HCl 
1,5 M NaCl 
  
Auf 1 l Aqua dest. 
 
0,01 M Na Citrat, pH 6,0 
 
2,941 g Tri – Natriumcitrat - Dihydrat 
 
Auf 1 l Aqua dest 
 
2 % BSA - Lösung 
 
2 g BSA in 100 ml 1 x TBS 
 
 
Primärantikörper 
 
 
Kaninchen - IgG - anti - Cx43 - AK (polyklonal)  Sigma Aldrich und Chemie  
C - 6219 GmbH; Steinheim, Deutschland 
 
 
Kaninchen - IgG - anti - Cx40 - AK (polyklonal) Merck Millipore; 
AB1726       Darmstadt, Deutschland 
 
 
Maus - anti - human - Cx45- AK (monoklonal)  Merck Millipore; 
MAB 3100       Darmstadt, Deutschland 
 
 
Maus - IgG - anti - N - Cadherin - AK (monoklonal) BD Bioscience; 
610921       Heidelberg, Deutschland 
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Sekundärantikörper 
 
 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti - Rabbit IgG  Life Technologies GmbH; 
A - 11008       Darmstadt, Deutschland 
 
 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti - Mouse IgG  Life Technologies GmbH; 
A - 11001       Darmstadt, Deutschland 
 
 
Alexa Fluor® 555 Goat Anti - Mouse IgG  Life Technologies GmbH; 
A - 21147       Darmstadt, Deutschland 
 
 
Antibody Diluent with Background   Dako; 
reducing Components     Glostrup, Dänemark 
 
 
Fluorescent Mounting Medium    Dako; 
        Glostrup, Dänemark 
 
 
Dako Pen, Fettstift      Dako; 
        Glostrup, Dänemark 
 
 
Deckgläschen     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
24 x 40 mm       Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Objektträger       Gerhard Menzel GmbH 
Geputzt / gebrauchsfertig / geschliffen   Thermo Fisher Scientific; 
Größe: 25 x 75 x 1,0 mm     Braunschweig, Deutschland 
 
 
Mikrotom       MICROM International GmbH; 
Type HM 400 R      Walldorf, Deutschland 
 
 
Microtome Blades  FEATHER Safety Razor Co.; 
S22 Type       Osaka, Japan 
 
 
Wasserbad       MEDAX Nagel GmbH &Co. KG; 
Type 24900       Neumünster, Deutschland 
 
 
Einbettautomat „Tissue Tek VIP“ Sakura Finetek Germany 
GmbH; 
 Staufen, Deutschland 
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3.4 Zellkultur 
 
 
DMEM mit 4,5 g/L Glucose   Biowhittaker; 
Und L - Glutamin Lonza, Belgien  
 
 
FKS  GIBCO Life Technologies 
 Invitrogen; 
  Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Penicillin und Streptomycin    Sigma Aldrich und Chemie  
Mit 10.000 Units Penicillin  GmbH;  
Mit 10 mg Streptomycin / ml   Steinheim, Deutschland 
  
 
Trypsin / EDTA  Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; 
Steinheim, Deutschland  
 
Kulturmedium: 
 
DMEM mit 4,5 g / L Glucose und L-Glutamin 
10 % FKS 
1 % Penicillin und Streptomycin 
 
 
Gelatine       Sigma Aldrich und Chemie 
        GmbH;  
Steinheim, Deutschland 
 
 
Natriumchlorid      Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
        
 
 
Dulbecco’s Phosphat-buffered Saline 1 x (DPBS) GIBCO Life Technologies, 
Invitrogen; 
  Karlsruhe, Deutschland 
 
 
PBS - Glucose - Lösung,  pH 7,4 Biowhittaker;  
Lonza, Belgien 
 
 
FBS     Biowhittaker; 
     Lonza, Belgien 
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Transfizierte HeLa-Zellen     Prof. Dr. med Klaus Willecke 
Mit Cx40     Institut für Genetik; 
Mit Cx43     Bonn, Deutschland 
Mit Cx45 
 
 
Zellkulturflasche 250 ml  Cellstar, Greiner bio-one 
GmbH; 
 Frickenhausen, Deutschland 
 
 
Zellkulturtestplatte 6     TPP AG; 
        Trasadingen, Schweiz 
 
 
Deckglas       Carl Roth GmbH und Co. AG; 
24 x 24 mm       Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Spritzenfilter 0.22 µm     TPP AG; 
        Trasadingen, Schweiz 
 
 
Parafilm       Carl Roth GmbH und Co. AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
 
3.5 Zellzahlbestimmung 
 
 
Trypan Blue Stain 0,4 %     GIBCO Life Technologies, 
        Invitrogen; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Neubauer Zählkammer     Neubauer; 
        Marienfeld, Deutschland 
 
Deckglas       Heinz Herenz; 
18 x 18 mm       Hamburg, Deutschland 
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3.6 DNA - Isolation 
 
 
High Pure PCR Template Preparation Kit  Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
High Pure Filter Tubes,     Roche Diagnostics GmbH; 
bis 700 µl Probenvolumen     Mannheim, Deutschland 
 
 
Collection Tubes, 2 ml     Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
Isopropanol     Carl Roth GmbH und Co. AG; 
     Karlsruhe, Deutschland 
 
 
RNase - und DNase freies Wasser   GIBCO Life Technologies, 
     Invitrogen; 
     Karlsruhe, Deutschland 
 
 
BioPhotometer     Eppendorf Research; 
     Hamburg, Deutschland 
 
 
UVette®220 - 1600 nm Küvetten    Eppendorf Research; 
     Hamburg, Deutschland 
  Material 
 27 
3.7 High Resolution Melting - PCR 
 
 
High Resolution Melting Master    Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
Wasser, PCR - grade      Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
MgCl2 stock solution, 25 mM     Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
Human Genomic DNA     Roche Diagnostics GmbH; 
     Mannheim, Deutschland 
 
 
Alle für die HRM - PCR benutzten Primer wurden hergestellt von: 
 
TIBMOLBIOL Syntheselabor 
GmbH; Berlin, Deutschland 
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 1, Human    
5’ – AGGCAACATGGGTGACTGGA – 3’   
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 1, Human   
5’ -  ATAGCAGACATTTTCACAACCAGGT – 3’  
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 2, Human    
5’ – TGGAGGGAAGGTGTGGCTGT – 3’   
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 2, Human   
5’ -  GTTTCTCTTCCTTTCGCATCACATA – 3’  
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 3, Human    
5’ – ACCTGGTTGTGAAAATGTCTGCTAT – 3’  
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 3, Human   
5’ -  TTCACCTTACCATGCTCTTCAATAC – 3’  
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Cx43-sense Primer, Amplikon 4, Human   
5’ – TATGTGATGCGAAAGGAAGAGAAAC – 3’  
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 4, Human   
5’ – TGTGGGCAGGGATCTCTTTTG – 3’   
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 5, Human   
5’ – ATGGTAAGGTGAAAATGCGAGG – 3’   
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 5, Human   
5’ -  CAGGGACACCAAGGACACCA – 3’   
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 6, Human    
5’ – CTGTTTCCTCTCTCGCCCCACG -3’   
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 6, Human   
5’ – GAGGGGAGCGGTTGGTGAGGAG – 3’   
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 7, Human   
5’ – CGCTGAGCCCTGCCAAAGACTGT – 3’   
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 7, Human   
5’ -  AGAGATGGTGCTTCCCGCCTGC – 3’   
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 8, Human    
5’ – ACAACAAGCAAGCAAGTGAGCAAAAC – 3’  
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 8, Human   
5’ – TCATCGGGGAAATCAAAAGGCTG – 3’   
 
 
Cx43-sense Primer, Amplikon 9, Human    
5’ – GCAGGCGGGAAGCACCATCTCT -3’   
 
 
Cx43-antisense Primer, Amplikon 9, Human   
5’ – ACCTCCACCGGATCAAAATTAACACCT – 3’  
 
 
Megafuge 3.0 R      Heraeus Instruments, 
        Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
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Light Cycler® 480 II     Roche Diagnostics GmbH; 
        Mannheim, Deutschland 
 
 
Light Cycler® 480 96 well Mikrotiterplatte  Roche Diagnostics GmbH; 
mit Siegelfolie      Mannheim, Deutschland 
 
 
 
Light Cycler® 480 Software release 1.5.0 SP1  Roche Diagnostics GmbH; 
        Mannheim, Deutschland 
 
 
gestopfte Pipettenspitzen     Sorenson, BioScience Inc.; 
Multiguard Barrier Tips     Salt Lake City, Utah, USA 
 
 
PCR Arbeitsstation CleneCab    Herolab GmbH Laborgeräte; 
        Wiesloch, Deutschland 
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3.8 Software  
 
 
Excel, Microsoft Office 2003    Microsoft Deutschland GmbH; 
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
 
Word, Microsoft Office 2003    Microsoft Deutschland GmbH; 
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
 
Power Point, Microsoft Office 2003   Microsoft Deutschland GmbH; 
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
 
Axio Vision Release 4.8.2     Carl Zeiss AG; 
        Feldbach, Schweiz 
 
 
SigmaPlot 10.0      Systat Software Inc.; 
        Erkrath, Deutschland 
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4. Methoden 
 
4.1 Patientenpopulation 
 
Die Studie wurde von der Ethikkomission der medizinischen Fakultät der Universität 
Leipzig genehmigt (Antrags - Nummer: 158/10/18012010 ).   
Alle Patienten, beziehungsweise bei minderjährigen Patienten deren Erziehungs-
berechtigte, wurden am Herzzentrum Leipzig im Rahmen der Studie aufgeklärt und 
erteilten ihre schriftliche Einwilligung. 
Insgesamt wurden 25 Patientenproben untersucht. Die Patienten wurden nach ihrem 
Alter in drei Gruppen unterteilt: Gruppe 1 waren die Patienten mit einem Alter unter 
zwei Jahren (n = 9), Gruppe 2 die Patienten über zwei und unter zwölf Jahren (n = 8) 
und Gruppe 3 die Patienten ab zwölf Jahren (n = 8). 
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4.2 Einbetten des Infundibulums in Paraffin 
 
Während der Korrektur - Operation der Fallot’schen Tetralogie wird unter anderem 
ein Stück des rechtsventrikulären Ausflusstraktes, das sogenannte Infundibulum, 
reseziert. Dieses Gewebestück wurde so schnell wie möglich in Custodiol® 
Perfusionslösung überführt und anschließend, für 48 bis 72 Stunden in Formalin 
fixiert. Danach erfolgte die Einbettung des Infundibulums mit Hilfe des 
Einbettautomaten.  
Der Ablauf des Programms  ist in Tabelle 1 aufgelistet.  
 
Tabelle 1: Programm des Einbettautomaten. 
Lösung Zeit [ min ] Temperatur [ °C ] 
gepuffertes Formalin 4 % 60 35 
Isopropanol 50 % 60 35 
Isopropanol 70 % 60 35 
Isopropanol 80 % 60 35 
Isopropanol 96 % 60 35 
Isopropanol 96 % 60 35 
Isopropanol 100 % 60 35 
Isopropanol 100 % 60 35 
Xylol 100 % 30 35 
Xylol 100 % 30 35 
Paraffin 30 60 
Paraffin 30 60 
Paraffin 60 60 
Paraffin 60 60 
 
 
Am nächsten Tag erfolgte die Einbettung der Präparate in Paraffinblöckchen und die 
Herstellung von 2 µm Gewebsschnitten mittels Schlittenmicrotom.  
Die Schnitte wurden über Nacht im Wärmeschrank bei 60° C getrocknet. Bis zur 
Färbung erfolgte die Lagerung bei Raumtemperatur. 
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4.3 Immunhistochemische Doppelimmunfluoreszenz - Färbung des 
Connexin 43 mit N - Cadherin  
 
Mit der immunhistochemischen Färbung können spezifisch Proteine und Strukturen 
der Zelle sichtbar gemacht werden. Dazu bindet ein Primärantikörper an das 
gewünschte Epitop, welcher dann von einem fluoreszenzmarkierten Antikörper, dem 
Sekundärantikörper, erkannt und gebunden wird. Durch die Verwendung 
verschiedener Farbstoffe für die Sekundärantikörper können mehrere Strukturen 
gleichzeitig visualisiert und somit auch deren Beziehung zueinander aufgezeigt 
werden. 
Die 2 µm dünnen Schnitte wurden zum Entparaffinieren drei Mal für je zehn Minuten 
in eine Färbeküvette mit Xylol gestellt. Danach wurde das Präparat in einer 
absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 %, Aqua dest.) für je fünf Minuten 
rehydriert. Es schloss sich ein zehn - minütiger Waschschritt in einfachem TBS (pH 
7,6) an.  Danach wurde das Präparat zum Permeabilisieren für 30 Minuten bei 800 W 
in 0,01 M Natrium-Citrat (pH 6,0) in der Mikrowelle gekocht. Nach dem Abkühlen für 
30 Minuten im Natrium-Citrat bei Raumtemperatur wurde das Präparat mit einem 
Fettstift umrandet und alle weiteren Schritte erfolgten in einer feuchten Kammer, um 
ein Austrocknen der Präparate zu verhindern.  
Zuerst wurde mit zwei - prozentigem BSA für eine Stunde blockiert und danach das 
Präparat eine weitere Stunde mit dem primären Antikörper bei Raumtemperatur 
inkubiert (Antikörper und deren Verdünnung in Tabelle 2, Seite 34). Danach verblieb 
das Präparat in der feuchten Kammer über Nacht im Kühlschrank und wurde am 
nächsten Tag zuerst eine Stunde bei Raumtemperatur gewärmt. 
Die Präparate wurden dreimal für fünf Minuten mit einfachem TBS (pH 7,6) 
gewaschen und nun eine weitere Stunde mit dem sekundären Antikörper (Antikörper 
und deren Verdünnung in Tabelle 2, Seite 34) inkubiert. Da der fluoreszenzmarkierte 
Antikörper lichtsensitiv ist, wurde ab diesem Schritt im Dunkeln gearbeitet. Es wurde 
erneut dreimal für je fünf Minuten mit einfachem TBS (pH 7,6) gewaschen. Nun 
erfolgte die Färbung der Zellkerne mit DAPI. Dieses wurde 1:1000 in einfachem TBS 
verdünnt und dann für eine Minute auf das Präparat aufgetragen. Jetzt erfolgte der 
letzte Waschschritt für fünf Minuten in einfachem TBS (pH 7,6). Nach Entfernung des 
Fettstiftes wurden die Präparate mit Dako Mounting Medium eingedeckelt. Nach dem 
Trocknen wurde das Präparat mit Nagellack versiegelt. 
Die immunhistochemischen Präparate wurden kühl und dunkel gelagert. 
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Tabelle 2: Für die Immunhistochemie verwendete Antikörper und deren Verdünnung. 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
Connexin 43 (Kaninchen IgG polyklonal) 
1 : 2000 ( in Dako Antibody Diluent) 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG 
1 : 250 ( in Dako Antibody Diluent) 
N-Cadherin (Maus IgG monoklonal) 
1 : 100 ( in Dako Antibody Diluent) 
Alexa Fluor® 555 Goat Anti-Mouse IgG 
1 : 250 ( in Dako Antibody Diluent) 
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4.4 Mikroskopische Auswertung der Immunhistochemie und Auswertung 
der Bilder 
 
Die Auswertung der immunhistochemischen Präparate erfolgte am Mikroskop 
„AxioPlan 2“. Mit Hilfe der an das Mikroskop angeschlossenen Kamera „AxioCam 
MRc5“ wurden Aufnahmen der Präparate angefertigt und mittels AxioVision Software 
ausgewertet. Von jedem Präparat wurden mehrere Aufnahmen sowohl in 400 - 
facher als auch in 1000 - facher Vergrößerung gemacht und anschließend nach 
folgenden Kriterien ausgewertet:  
- Vorhandensein Connexin 43 (ja / nein) 
- Lokalisation Connexin 43 (polar und lateral / überwiegend polar /  
    cytosolisch) 
- Kolokalisation mit N - Cadherin polar (ja / nein) 
- Kolokalisation mit N - Cadherin lateral (ja / nein) 
 
Es wurden von jedem histologischen Präparat 20 - 25 Zellen vermessen. Zur 
Vermessung wurde das Programm „AxioVision Release 4.8.2“ verwendet. Als 
Parameter wurden Länge und Breite der Zelle gemessen sowie der Umfang 
bestimmt (Salameh et al., 2010). Außerdem wurde die Verteilung des Connexin 43 
und N - Cadherins am Zellpol und an der lateralen Zellseite sowie deren 
Kolokalisation vermessen und prozentual bestimmt. 
 
Um die Lokalisation beider Proteine beurteilen zu können, wurde bei longitudinal 
angeschnittenen Kardiomyozyten zunächst die gesamte Länge des Zellpols sowie 
der lateralen Seite der Zelle vermessen. Die Definition des Zellpols erfolgte nach 
Polontchouk et al., 2001 (Abbildung 5, Seite 36). Dabei wird der Umfang der Zelle 
berechnet und durch vier geteilt. Je ein Viertel definierte einen Zellpol sowie eine 
laterale Zellseite. 
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Abbildung 5: Definition des Zellpols sowie der lateralen Zellseite. Connexine am Zellpol und der 
lateralen Seite sind mit grünen Punkten gekennzeichnet. Die Abbildung wurde nach Polontchouk et al. 
modifiziert (Polontchouk et al., 2001). 
 
 
Nach der Definition des Zellpols und der lateralen Zellseite einer jeden Zelle, erfolgte 
die Vermessung von Connexin 43 und N - Cadherin. Danach wurde die mit Connexin 
43 bzw. N - Cadherin besetzte Fläche des Pols bzw. der lateralen Seite auf die 
Gesamtlänge des jeweiligen Abschnitts bezogen und somit der prozentuale Anteil 
berechnet. 
 
25 % 25 % 25 % 25 %
G es amte 
L änge 
Z ellpol
Z ellpol Z ellpolZ ells eiteZ ells eite
=  C x43
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4.5 Kultivierung der HeLa - Zellen 
 
Um eine Kreuzreaktivität des Connexin 43 Antikörpers mit Connexin 40 oder 45 
auszuschließen und die Spezifität des Connexin 43 Antikörpers nachzuweisen 
dienten stabil transfizierte HeLa - Zellen. Die Wildtyp HeLa - Zellen exprimieren kein 
endogenes Connexin. Die Transfektion mit murinen Cx40, Cx43 und Cx45 sowie die 
anschließende Selektion erfolgte durch Prof. Dr. med. K. Willecke im Institut für 
Genetik, Bonn, Deutschland. Sie konnten trotzdem als Kontrolle dienen, da die 
murinen und humanen Epitope identisch sind.  
Zunächst wurden die mit Cx40, Cx43 und Cx45 transfizierten HeLa - Zellen im 
Wasserbad bei 37° C zügig aufgetaut. Danach wurden sie in ein 15 ml Röhrchen mit 
10 ml des schon vorgewärmten DMEM-Mediums überführt. Es erfolgte nun die 
Zentrifugation bei 700 x g für fünf Minuten. Der Überstand wurde abgesaugt und das 
Pellet in 5 ml DMEM-Medium resuspendiert und dann in einer 25 cm3  
Zellkulturflasche ausgesät. Die Zellen wurden nun über Nacht bei 37° C und einer 
Begasung von fünf Prozent CO2 im Brutschrank inkubiert. Der Mediumwechsel 
erfolgte nun aller zwei Tage, bis die Zellen konfluent waren. Um den Selektionsdruck 
aufrecht zu erhalten, wurden dem DMEM - Medium die entsprechenden Antibiotika 
zugesetzt.  
Zum Passagieren der HeLa - Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 
bereits vorgewärmten DPBS gewaschen. Dann wurde pro 25 cm3 Zellkulturflasche 
ein Milliliter Trypsin / EDTA hinzugegeben und dann für fünf Minuten bei 37° C und 
fünf Prozent CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen leicht 
abgeklopft. Der Verdau wurde durch Zugabe von 2 ml DMEM - Medium abgestoppt 
und die Zellsuspension in ein 15 ml Röhrchen überführt. Es folgte eine Zentrifugation 
bei 700 x g für fünf Minuten. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml 
DMEM Medium resuspendiert. 
Nun erfolgte die Zellzahlbestimmung. Hierfür wurde die Zellsuspension 1:100 mit 
Trypanblau angefärbt und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer - Zählkammer 
bestimmt.  
Anschließend wurde je ein Deckglässchen pro Well einer sechs Well Zellkulturplatte 
mit 1 % - iger Gelatine beschichtet. Nach gründlicher Resuspension wurden pro Well 
500.000 Zellen ausgesät. 
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Für die anschließende immunzytologische Färbung und Beurteilung der Connexine 
hinsichtlich der Zell - Zell - Verbindung war ein konfluentes Wachstum essentiell. 
Nach Erreichen einer Zellkonfluenz wurden die HeLa - Zellen mit 4 % - igem 
Formalin nach Lilie über Nacht fixiert. Die Immunzytochemie erfolgte dann direkt in 
den Wells der Zellkulturplatte.
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4.6 Immunzytochemische Färbung der HeLa - Zellen 
 
Nach der Fixierung wurde das Formalin abgesaugt und die Zellen zweimal mit 
eisgekühltem DPBS gewaschen. Danach wurden die Zellen für zehn Minuten in 
0,25% - igem Triton - X - 100 in einfachem TBS (pH 7,6) permeabilisiert. Es folgten 
erneut drei Waschschritte in einfachem TBS für je fünf Minuten. Nun wurden die 
Zellen für eine Stunde mit 2 % - igem BSA blockiert. Anschließend wurde der 
Primärantikörper (Antikörper und deren Verdünnung in Tabelle 3) auf die Präparate 
gegeben und über Nacht bei 4° C inkubiert.  
Am nächsten Tag wurden die Zellen zunächst 30 Minuten bei Raumtemperatur 
erwärmt und dreimal in einfachem TBS je fünf Minuten gewaschen. Aufgrund der 
Lichtempfindlichkeit des Sekundärantikörpers wurde nun im Dunkeln gearbeitet. Der 
Sekundärantikörper (Antikörper und deren Verdünnung in Tabelle 3) wurde auf die 
Präparate gegeben und für eine Stunde auf diesen belassen. Dann wurden die 
Zellen wieder dreimal je fünf Minuten in einfachem TBS gewaschen. Um die 
Autofluoreszenz zu hemmen, wurde nun für fünf Minuten 0,5 % - iges Chicago - Blau 
auf die Deckglässchen gegeben. Danach wurde mit einfachem TBS für fünf Minuten 
gewaschen und es erfolgte die Kernfärbung mittels DAPI in einer 1:1000 Verdünnung 
für eine Minute und ein letzter Waschschritt für fünf Minuten mit einfachem TBS.  
Jetzt wurde auf einen Objektträger ein Tropfen Mounting Medium gegeben und das 
Deckglässchen vorsichtig aus dem Well gelöst und mit der Zellseite nach unten auf 
den Objektträger gelegt. Nach dem Trocknen wurde das Präparat mit Nagellack 
versiegelt. 
 
Tabelle 3: Für die Immunzytochemie verwendete Antikörper und deren Verdünnung. 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
Connexin 40 (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:100 ( in Dako Antibody Diluent) 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG 
1:250 ( in Dako Antibody Diluent) 
Connexin 43 (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:2000 ( in Dako Antibody Diluent) 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG 
1:250 ( in Dako Antibody Diluent) 
Connexin 45 ( Maus IgG monoklonal) 
1:100 ( in Dako Antibody Diluent) 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG 
1:250 ( in Dako Antibody Diluent) 
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4.7  Blutentnahme 
 
Die Blutentnahme von zwei Milliliter Blut erfolgte in EDTA Röhrchen. 
Das Blut der Patienten mit Fallot Tetralogie sowie das der Kontroll - Gruppe wurde 
direkt nach der Blutentnahme bei -20° C eingefroren. Die Kontroll - Gruppe bestand 
aus freiwilligen, gesunden, erwachsenen Probanden. 
 
 
4.8  DNA - Isolierung mittels High Pure PCR Template Preparation Kit 
 
Die Isolierung der DNA ist Voraussetzung für die später erfolgende High Resolution 
Melting - PCR. Hierfür wurde das eingefrorene Blut langsam auf Eis aufgetaut. 
Zur Isolation wurde ein Kit von Roche benutzt (High Pure PCR Template Preparation 
Kit), dessen Prinzip auf der selektiven Bindung von Nukleinsäuren an einen 
Fiberglasfilter beruht. 
Zum Aufschließen der Zellen wurden 200 µl Blut mit 200 µl Binding Buffer und 40 µl 
Proteinase K gut gemischt und zehn Minuten bei 70° C inkubiert. Anschließend 
wurden weitere 100 µl Isopropanol hinzugefügt und für 20 Sekunden gut gemischt. 
Zum Binden der DNA wurde der Reaktionsansatz auf ein Fiberglas - Filterröhrchen 
pipettiert, eine Minute bei 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Durch 
zwei weitere Waschschritte mit je 500 µl Removal und Wash Buffer und einer jeweils 
anschließenden Zentrifugation für eine Minute bei 8000 x g wurden letzte 
kontaminierende Zellrückstände entfernt. Die DNA wurde in einem zehn - 
sekündigem Zentrifugationsschritt trocken zentrifugiert. Die anschließende Elution 
erfolgte mit 200 µl vorgewärmten Elution Buffer für eine Minute bei 8000 x g in einem 
frischen Reaktionsröhrchen. Die DNA konnte direkt genutzt oder bei -15° C bis  
-25° C eingelagert werden. 
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4.9  Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Um in den PCR - Ansätzen gleiche Mengen DNA einsetzen zu können, wurde nach 
der DNA - Extraktion eine Konzentrationsbestimmung durchgeführt. 
Die DNA wurde 1:50 in Aqua dest. verdünnt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 
mittels eines Photometers. Dabei wurde die Absorption bei 260 nm im Vergleich zum 
reinen Lösungsmittel (Leerwert), in diesem Fall Aqua dest., gemessen. Eine optische 
Dichte von 1.0 entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 µg / ml. 
Für jede DNA erfolgte eine Doppelbestimmung, um das Ergebnis zu sichern. 
 
 
4.10  High Resolution Melting - PCR 
 
Die Methode der Polymerase - Kettenreaktion ist eine einfache Methode zur 
spezifischen Vervielfältigung bestimmter Abschnitte der DNA. 
Zum Mutations - Screening des Cx43 Gens wurde in dieser Arbeit die Methode der 
High Resolution Melting - PCR verwendet. Hierbei wird eine bestimmte Region der 
DNA im Sinne einer normalen PCR amplifiziert. Die Amplifikate werden dabei über 
einen in die doppelsträngige DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Im 
direkten Anschluss an die Amplifikation wird das PCR - Produkt schrittweise 
denaturiert. Der Verlauf der Fluoreszenzabnahme ist dabei charakteristisch für eine 
Amplifikat - Sequenz, dass heißt das Schmelzkurvenprofil ist bei einer Mutation im 
Vergleich zur Wildtyp - Sequenz verändert.  
Darüber hinaus kann das entstehende Schmelzkurven - Profil Auskunft über den 
Guanin - Cytosin - Gehalt, die Produktlänge, Sequenz und auch Heterogenität geben 
(Reed et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde von der Firma Roche 
Diagnostics der High Resolution Melting Master verwendet, ein gebrauchsfertiger Mix 
aus Puffer, hot start Polymerase, dNTP’s und Fluoreszenzfarbstoff. Der verwendete 
Farbstoff, LightCycler® 480 ResoLight, hat den Vorteil, dass er homogener in die 
DNA interkaliert und somit einheitlichere und höhere Fluoreszenzsignale entstehen. 
Das Connexin 43 Gen wurde durch die einzelnen Primerpaare in neun  kurze 
Amplikons unterteilt (siehe Tabelle 4, Seite 42). 
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Tabelle 4: Primerpaare des Connexin 43 Gens. 
Ampli-
kon 
Sense/ 
Antisense 
Sequenz (5’-3’) Annealing-
temperatur 
[C°] 
Fragment-
länge [bp] 
1 Sense AGGCAACATGGGTGACTGGA 69 205 
Antisense ATAGCAGACATTTTCACAACCAG
GT 
2 Sense TGGAGGGAAGGTGTGGCTGT 68 257 
Antisense GTTTCTCTTCCTTTCGCATCACAT
A 
3 Sense ACCTGGTTGTGAAAATGTCTGCT
AT 
66 264 
Antisense TTCACCTTACCATGCTCTTCAATA
C 
4 Sense TATGTGATGCGAAAGGAAGAGAA
AC 
68 290 
Antisense TGTGGGCAGGGATCTCTTTTG 
5 Sense ATGGTAAGGTGAAAATGCGAGG 68 239 
Antisense CAGGGACACCAAGGACACCA 
6 Sense CTGTTTCCTCTCTCGCCCCACG 71 189 
Antisense GAGGGGAGCGGTTGGTGAGGAG 
7 Sense CGCTGAGCCCTGCCAAAGACTGT 71 226 
Antisense AGAGATGGTGCTTCCCGCCTGC 
8 Sense ACAACAAGCAAGCAAGTGAGCAA
AAC 
69 118 
Antisense TCATCGGGGAAATCAAAAGGCTG 
9 Sense GCAGGCGGGAAGCACCATCTCT 71 284 
Antisense ACCTCCACCGGATCAAAATTAAC
ACCT   
Als Vergleichskontrollen wurden zusätzlich PCR’s mit DNA aus gesunden, freiwilligen 
Probanden durchgeführt, welche als Wildtyp dienten. Außerdem wurde die Human 
Genomic DNA von Roche als Kontrolle verwendet, welche gepoolter DNA mehrerer 
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Probanden entspricht. Im Falle einer vorhandenen Mutation konnte so die 
Schmelzkurve des Patienten von denen der Kontrollen im Profil unterschieden 
werden. Die High Resolution Melting - PCR erfolgte mit dem Light Cycler® 480 II von 
Roche Diagnostics.  
 
Die einzelnen Komponenten wurden wie folgt an der PCR - Arbeitsstation in eine 96 - 
Well Platte pipettiert: 
 
 5 µl  DNA [20 ng] 
 1 µl  Primer 1 [4 µM] 
 1 µl  Primer 2 [4 µM] 
 10 µl  2 x Master Mix 
 2,4 µl  MgCl2 [25 mM] 
 add 20 µl  H2O (PCR - grade) 
 
Die 96 Well Platte wurde mit einer Klebefolie versiegelt und für zwei Minuten bei 
1500 x g zentrifugiert. Das PCR - Programm im Sinne einer Touchdown - PCR ist in 
Tabelle 5 aufgeführt. Es wurde in den ersten Zyklen der PCR mit einer relativ hohen 
Annealing Temperatur begonnen, um eine möglichst hohe Genauigkeit der 
Amplifikation zu gewährleisten. Durch die Senkung der Temperatur in den späteren 
Zyklen wurde sichergestellt, dass am Ende eine ausreichende Menge an PCR -
Produkt vorhanden war. 
 
 
Tabelle 5: Programm für die High Resolution Melting – PCR. 
Anzahl der Zyklen Vorgang Zeit  Temperatur [ °C ] 
1 Denaturierung 10 min 95 
45 Denaturierung 10 sec 95 
 Annealing 15 sec Siehe Tabelle 4 
 Elongation 15 sec 72 
1 High-Resolution-
Melting 
1 min 95 
  1 min 40 
  1 sec 65 
  Kontinuierlich 95 
1 Abkühlen 10 sec 40 
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Nach erfolgter PCR wurden die gewonnenen Daten mit dem Ziel der Detektion einer 
möglichen Mutation analysiert. 
Grundlage bildete das langsame Schmelzen des PCR - Produkts. Nach erfolgter 
Amplifizierung wurde in kleinen Schritten die Temperatur erhöht und dabei der 
Fluoreszenz - Farbstoff nach und nach freigesetzt.  
Initial wurde die Fluoreszenzabnahme über der Temperatur in einer Schmelzkurve 
dargestellt (Abbildung 6).  
 
 
Abbildung 6: Darstellung der Fluoreszenabnahme über der Temperatur als Schmelzkurve. 
 
Hierbei werden drei Regionen unterschieden. Zum Einen der mittlere aktive 
Schmelzabschnitt, in welchem die eigentliche Fluoreszenzänderung durch die 
Denaturierung der Doppelstrang - DNA stattfindet. Die Region davor ist die 
Ausgangsfluoreszenz aller amplifizierten doppelsträngigen DNA. Ganz rechts in 
Abbildung 6 befindet sich nur noch einzelsträngige DNA mit einer vorhandenen 
Restfluoreszenz. Durch die Normalisierung der Daten wird festgelegt, in welchem 
Abschnitt der eigentliche Schmelzprozess und somit die Fluoreszenzänderung 
stattfindet. Dies ist wichtig, da aus der unterschiedlichen Menge an 
Ausgangstemplate auch die Ausgangsfluoreszenz variiert und somit Veränderungen 
der DNA maskiert werden können. Bei der Normalisierung wird der Ausgangswert 
auf ein Fluoreszenzmaximum von 100 % und die Endfluoreszenz auf 0 % 
festgesetzt. Zwischen diesen Werten kommt es dann zum Schmelzprozess und im 
Rahmen dessen zur Fluoreszenzänderung. Des Weiteren wird in einem 
nachfolgenden Schritt eine Temperatur ausgewählt, bei welcher die komplette 
doppelsträngige DNA denaturiert ist. In den dadurch entstehenden normalisierten 
Schmelzkurven können eindeutig Wildtypsequenzen von einer veränderten Sequenz 
unterschieden werden (Abbildung 7, Seite 45).  
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Abbildung 7: Darstellung der normalisierten Schmelzkurve. 
 
Um weitere Unterschiede in den Schmelzkurven erkennen zu können, wird von jeder 
Probe die Fluoreszenzdifferenz zu einem Standard bestimmt und im Differenzial Plot 
(Abbildung 8) dargestellt. Somit können Veränderungen einzelner Proben detektiert 
werden. Als Standard diente im Rahmen dieser Arbeit die Human Genomic DNA von 
der Firma Roche Diagnostics GmbH.  
 
 
Abbildung 8: Darstellung des Differenzial Plots. 
 
Eine weitere Analysemöglichkeit, um Veränderungen der DNA zu detektieren, ist die 
Änderung der Fluoreszenz über der Temperatur (Abbildung 9, Seite 46). Bei 
niedrigen Temperaturen ist die DNA noch doppelsträngig und ein starkes 
Fluoreszenzsignal vorhanden. Mit Zunahme der Temperatur denaturiert die DNA 
nach und nach und die Fluoreszenz nimmt ab. Wenn sich die DNA - Doppelstränge 
vollständig in ihre Einzelstränge aufgelöst haben, kommt es zu einem steilen Abfall 
der Fluoreszenz. Die Schmelztemperatur wird dabei als der Punkt definiert, an 
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welchem 50 % der DNA schon einzelsträngig sind und die anderen 50 % noch als 
Doppelstrang vorliegen.  
 
Die Schmelztemperatur ist im Graphen als Gipfelpunkt definiert. Um eine bessere 
Übersicht zu bekommen, wird die erste negative Ableitung gebildet. Somit werden 
Schmelzpunkte der Proben als Spitzen sichtbar.  
 
 
Abbildung 9: Darstellung der Änderung der Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Temperatur. 
 
Sowohl normalisierte Schmelzkurven, als auch Diffenenzial Plots und 
Schmelzpunktanalysen wurden im Rahmen der Arbeit zur Auswertung genutzt. 
 
 
4.11 Sequenzierung 
 
Zur Überprüfung der Ergebnisse der High Resolution Melting - PCR wurden die 96 - 
Well Platten direkt nach der PCR zur Sequenzierung eingeschickt. Diese erfolgte bei 
der Firma Eurofins MWG Operon durch die Kettenabbruchmethode nach Sanger. 
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4.12 Auswertung der Chromatogramme 
 
Die Daten der Sequenzierung wurden über NCBI Blast 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit der Referenzsequenz für Connexin 43 
(NC_000006.11) abgeglichen.  Zusätzlich wurden die Chromatogramme einzeln 
ausgewertet, um über Doppelpeaks eine eventuell vorliegende Heterozygotie zu 
erkennen. 
 
4.13 Statistik 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA, an die sich der post - hoc Tukey 
Test anschloss. 
Alle Werte sind als Mittelwerte ± SEM dargestellt. Eine Signifikanz wurde bei p < 0,05 
angenommen. 
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5. Ergebnisse 
 
5.1 Morphologische und immunhistochemische Beurteilung der 
Kardiomyozyten von Patienten mit Fallot - Tetralogie und Patienten mit 
DORV vom Fallot - Typ 
 
Es ist bekannt, dass eine Reihe angeborener Herzfehler, wie zum Beispiel das 
hypoplastischen Linksherzsyndrom (Mahtab et al., 2012) sowie Erkrankungen des 
Herzmuskels, wie beispielsweise die hypertrophe Kardiomyopathie (Sepp et al., 
1996), mit einer veränderten Zellmorphologie und Abnormalitäten in Verteilung und 
Expression verschiedener Zytoskelettelemente assoziiert sind. Im Hinblick darauf 
sollte im Rahmen dieser Arbeit immunhistochemisch Connexin 43 und dessen 
Assoziation mit N - Cadherin bei Patienten mit Fallot´scher Tetralogie und Double 
Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ untersucht werden. Der Fokus lag auf diesem 
Connexin, da es das vorrangig im Arbeitsmyokard des menschlichen Herzen 
vorkommende Connexin ist und Cx43 - K.O. - Mäuse eine Fehlbildung des 
rechtsventrikulären Ausflußtraktes aufweisen (Reaume et al., 1995).  
Zusätzlich war die Lokalisation des N - Cadherin von großem Interesse, da eine 
Missregulation der Expression von Cadherinen für die Zelldifferenzierung während 
der Embryogenese essentiell ist (Marrs und Nelson, 1996; Knudsen et al., 1998). 
Bei Patienten mit Fallot’scher Tetralogie ist ein vermehrtes Auftreten von 
Herzrhythmusstörungen bekannt. Da bei Herzrhythmusstörungen, wie beispielsweise 
Vorhofflimmern (Polontchouk et al., 2001), eine Lateralisierung des Connexin 43 
beobachtet wurde, sollte in dieser Arbeit auch die Lokalisation des Connexin 43 bei 
Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ untersucht werden. 
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5.1.1 Immunzytochemische Färbung von Connexin 40, 43 und 45 transfizierten 
HeLa - Zellen mit dem Cx43 - Antikörper 
 
Um eine Kreuzreaktivität des Connexin 43 - Antikörpers mit Connexin 40 und 45 
auszuschließen wurde zunächst die Spezifität des Antikörpers überprüft. Dazu 
wurden HeLa - Zellen, welche kein endogenes Connexin exprimieren, mit den 
Connexinen 40, 43 oder 45 stabil transfiziert (zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. 
med. K. Willecke, Institut für Genetik, Bonn, Deutschland). Die Wildtyp - Zellen 
stellen zusammen mit den transfizierten Zellen ein geeignetes Modellsystem dar, um 
die Validität der Antikörper zweifelsfrei zu überprüfen. 
 
In der immunzytochemischen Färbung der mit Connexin 43 transfizierten HeLa -
Zellen zeigte sich, dass mit dem verwendeten Cx43 - Antikörper die Zell - Zell -
Kontakte gut angefärbt wurden (grün) und deutlich vom Hintergrund abgrenzbar 
waren (Abbildung 10, C, Seite 50). Des Weiteren wurde ersichtlich, dass dieser 
Antikörper die Connexine 40 und 45 nicht anfärbte (Abbildung 10, B, D, Seite 50). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (blau). 
Die nicht transifizierten Wildtyp - HeLa - Zellen, die kein Connexin exprimierten, 
dienten hierbei als Negativkontrolle (Abbildung 10, A, Seite 50). Es zeigte sich keine 
spezifische Cx43 Fluoreszenz. Da der Cx43 - Antikörper ein eindeutiges 
Fluoreszenzsignal bei der Färbung der Cx43 - transfizierten HeLa - Zellen lieferte war 
die Negativkontrolle valide. 
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Abbildung 10: Immunzytochemie von Wildtyp- sowie Connexin - transfizierten HeLa - Zellen mit 
dem Cx43 - Antikörper. Färbung der WT - HeLa-Zellen (A) sowie der mit Cx40 (B), Cx43 (C) und 
Cx45 (D) transfizierten HeLa - Zellen. Konfluente HeLa - Zellen wurden fixiert und mit dem Cx43 -
Antikörper immunzytochemisch gefärbt (grün). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefärbt. 
WT: Wildtyp. 
 
 
 
 
Aus den immunzytochemischen Untersuchungen lässt sich schlussfolgern, dass der 
Cx43 - Antikörper in der Immunzytochemie eindeutig und zuverlässig das Connexin 
43 anfärbt, und nicht mit den Connexinen 40 und 45 kreuzreaktiv ist.  
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5.2 Immunhistochemische Färbung des Infundibulums der Patienten mit 
Fallot - Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ 
 
5.2.1 Patientenpopulation  
 
Insgesamt wurden 25 Patientenproben untersucht. Die Patienten wurden nach ihrem 
Alter in drei Gruppen unterteilt: Gruppe 1 umfasste die Patienten mit einem Alter 
unter zwei Jahren (n = 9), Gruppe 2 die Patienten über zwei und unter zwölf Jahren 
(n = 8) und Gruppe 3 die Patienten ab zwölf Jahren (n = 8). 
 
Tabelle 6: Einteilung und Charakteristika der Studiengruppen. Die Werte sind dargestellt als 
Mittelwerte ± SEM. 
 
 1 
(<2 Jahre) 
2 
(2-12 Jahre) 
3 
(>12Jahre) 
 
Alter [a] 
 
 
0,46 ± 0,05 
 
5,91 ± 1,09 
 
23,78 ± 4,19 
 
Größe [cm] 
 
 
64,46 ± 1,61 
 
101,93 ± 6,23 
 
169,75 ± 5,98 
 
Gewicht [kg] 
 
 
6,83 ± 0,35 
 
15,74 ± 2,08 
 
57,05 ± 6,93 
 
Weiblich [%] 
 
 
25,00 
 
 
62,50 
 
 
37,50 
 
 
Re-OP [%] 
 
 
22,22 
 
 
0,00 
 
50,00 
 
TOF:DORV  
 
 
7:2 
 
8:3 
 
8:3 
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5.2.2 Morphologische Untersuchung der Kardiomyozyten  
 
Zunächst wurden pro Präparat 20 bis 25 der longitudinal angeschnittenen 
Kardiomyozyten vermessen um alterspezifische Unterschiede bezüglich der 
Zelllänge und - breite zwischen den Gruppen zu identifizieren. Als Orientierung 
dienten dabei die angeschnittenen Zellkerne. Um sicher zu gehen, dass die Zelle 
längs angeschnitten war, musste der Zellkern länger als breit sein.  
In Abbildung 11 (Seite 53) sind repräsentative histologische Bilder aus den jeweiligen 
Gruppen dargestellt. In Gruppe 1, also den Patienten unter zwei Lebensjahren, 
waren die Zellen kleiner und hatten noch keine ausgeprägte elongiert - rechteckige 
Form (Abbildung 11, A). Im Gegensatz dazu schienen die Kardiomyozyten der 
Patienten über zwei Lebensjahren (Gruppen 2 und 3), eher länger als breit zu sein 
(Abbildung 11, B und C).  
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Abbildung 11: Repräsentative Histologien zur Vermessung von Zellänge und - breite der 
Kardiomyozyten von Patientengruppen unterschiedlichen Alters mit Fallot’scher Tetralogie. A: 
Gruppe 1 (< 2 Jahre) B: Gruppe 2 (2-12 Jahre) C: Gruppe 3 (> 12 Jahre). Immunhistologische 
Färbung mit Cx43 (grün), N - Cadherin (rot) und DAPI (blau). Alle Aufnahmen wurden in 400 - facher 
Vergrößerung aufgenommen. 
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Eine Quantifizierung bestätigte das histologische Erscheinungsbild. Dabei zeigte 
sich, dass die Kardiomyozyten der Gruppe 1 signifikant kürzer waren als die 
Herzmuskelzellen der Gruppe 3 (22,32 µm ± 1,35 vs. 28,91 µm ± 2,19; p < 0,05). 
Des Weiteren hatten die Kardiomyozyten der jüngsten Patienten eine signifikant 
geringere Zellbreite als die der Patienten ab zwei Jahren (6,63 µm ± 0,49 vs. 9,38 µm 
± 0,63 vs. 9,70 µm ± 0,86; p < 0,05; Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Zelllänge und - breite bei Patienten mit Fallot - Tetralogie und DORV vom Fallot -
Typ. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p < 0,05).  
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5.2.3 Immunhistochemische Doppelfärbung von Connexin 43 mit N - Cadherin 
 
Connexin 43 stellt das vorherrschende Connexin des menschlichen Herzens dar 
(Davis et al., 1995). Daher lag der Fokus dieser Arbeit auf der histologischen 
Untersuchung des Connexin 43.  
N - Cadherin ist essenziell für die Stabilisierung des Connexins 43 und des 
Zytoskeletts und spielt außerdem eine wichtige Rolle für die Funktionalität des 
Connexins (Hertig et al., 1996). Im Zuge dessen sollte weiterhin die Verteilung von  
N - Cadherin und dessen Auftreten in Kombination mit Connexin 43 untersucht 
werden. 
 
Repräsentative Immunhistochemien für Connexin 43 und N - Cadherin in den 
jeweiligen Gruppen sind in den Abbildungen 13 bis 15 auf den Seiten 56 bis 58 
dargestellt. 
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Abbildung 13: Immunhistochemische Färbung der Kardiomyozyten des Infundibulums eines 4 
Monate alten Patienten mit Fallot - Tetralogie (Gruppe 1). Es wurden Cx43 (grün), N - Cadherin 
(rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefärbt. Die Überlagerung aller Kanäle (Merge) zeigt die polare 
Kolokalisation (rote Pfeile). Sowohl im Einzelbild (Cx43, gelbe Pfeile) als auch in der Merge Aufnahme 
ist das laterale Cx43 ohne Kolokalisation mit N - Cadherin sichtbar. Die Bilder wurden mit 400 - facher 
Vergrößerung aufgenommen. 
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Abbildung 14: Immunhistochemische Färbung der Kardiomyozyten des Infundibulums eines  
6 - jährigen Patienten mit Fallot - Tetralogie (Gruppe 2). Es wurden Cx43 (grün), N - Cadherin (rot) 
und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefärbt. Die Überlagerung aller Kanäle (Merge) zeigt die polare 
Kolokalisation von Cx43 und N - Cadherin (rote Pfeile). Die Bilder wurden mit 400 - facher 
Vergrößerung aufgenommen. 
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Abbildung 15: Immunhistochemische Färbung der Kardiomyozyten des Infundibulums eines  
19 - jährigen Patienten mit Fallot - Tetralogie (Gruppe 3). Es wurden Cx43 (grün), N - Cadherin 
(rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefärbt. Die Überlagerung aller Kanäle (Merge) zeigt die polare 
Kolokalisation von Cx43 und N - Cadherin (rote Pfeile). Die Bilder wurden mit 400 - facher 
Vergrößerung aufgenommen. 
 
 
Es zeigte sich, dass bei allen Patientenproben sowohl Connexin 43 als auch N -
Cadherin immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte.  
In der Vermessung beider Proteine wurde ersichtlich, dass an den Zellpolen der 
Kardiomyozyten von Patienten der Gruppe 1 mehr Connexin 43 (40,72 % ± 2,43) als 
N - Cadherin (32,78 % ± 1,61) vorhanden war (Analyse der Kolokalisation siehe Seite 
62, Abbildung 19). Insgesamt hatten die Kardiomyozyten der Gruppe 1 mehr 
Connexin 43 am Zellpol als die Patienten der Gruppen 2 und 3 (40,72 % ± 2,32 vs. 
36,63 % ± 1,51 vs. 36,88 % ± 2,10). Jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. 
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Abbildung 16: Lokalisation von Connexin 43 und N - Cadherin am Zellpol der Kardiomyozyten. 
Die Verteilung von Cx43 und N - Cadherin wurde dabei prozentual auf die Gesamtlänge des Zellpols 
bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
 
Neben der Lokalisation an den Zellpolen wurde auch das laterale Connexin 43 und  
N - Cadherin bestimmt (Abbildung 17, Seite 60).  
 
Aus Abbildung 17 (Seite 60) wird ersichtlich, dass die Kardioymyozyten von 
Patienten der Gruppe 1 im Vergleich zu den Patienten von Gruppe 2 und 3 sowohl 
mehr Connexin 43 (10,14 % ± 2,30 vs. 1,47 % ± 0,79 vs. 0 %; p < 0,05) als auch 
mehr N - Cadherin (2,23 % ± 0,79 vs. 0,34 % ± 0,25 vs. 0 %; p < 0,05) an ihrer 
lateralen Zellseite aufwiesen. 
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Abbildung 17: Lokalisation von Connexin 43 und N - Cadherin an der lateralen Seite der 
Kardiomyozyten. Die Verteilung von Cx43 und N - Cadherin wurde dabei prozentual auf die 
Gesamtlänge der lateralen Zellseite bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p < 0,05). 
 
 
Die Ergebnisse des Zellpols und der lateralen Zellseite spiegelten sich auch in der in 
Abbildung 18 (Seite 61) dargestellten Ratio wieder. In der Betrachtung des 
Verhältnisses der lateralen Zellseite zum Zellpol bezüglich des Connexin 43  zeigten 
sich signifikante Unterschiede sowohl zwischen Gruppe 1 und 2 (0,23 % ± 0,04 vs. 
0,04 % ± 0,02;  
p < 0,05) als auch zwischen Gruppe 1 und 3 (0,23 % ± 0,04 vs. 0,00 % ± 0,00;  
p < 0,05). Auch die Ratio des N - Cadherin ergab signifikante Unterschiede zwischen 
Gruppe 1 und 3 (0,06 ± 0,02 vs. 0,00 ± 0,00; p < 0,05). 
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Abbildung 18: Ratio laterale Zellseite zu Zellpol von Connexin 43 bzw. N - Cadherin. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SEM (*p < 0,05). 
 
 
Da laterales Connexin 43 im gesunden erwachsenen menschlichen Herzen kaum 
anzufinden ist (Peters et al., 1994), war die Frage nach der Stabilisierung des 
Connexins im Zytoskelett von besonders großem Interesse.  
Da normalerweise Gap junction - Kanäle in der Nähe der Fascia adherens sind und 
diese durch N - Cadherin charakterisiert ist,  wurde die Kolokalisation von Connexin 
43 mit N - Cadherin bestimmt. 
Alle Gruppen wiesen am Zellpol eine fast vollständige Kolokalisation von Connexin 
43 mit N - Cadherin auf (Abbildung 19, Seite 62). 
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Die Patienten ab zwei Jahren hatten dabei allerdings eine signifikant (80,20 % ± 1,63 
vs. 90,12 % ± 1,07 vs. 92,06 % ± 1,03; p < 0,05) höhere Kolokalisation von Connexin 
43 mit N - Cadherin am Zellpol. 
 
Die Kolokalisation an der lateralen Zellseite war insgesamt nur sehr gering 
(Abbildung 19). Auch hier zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen. Dabei waren in Gruppe 1 signifikant mehr Connexin 43 mit N - Cadherin 
kolokalisiert als in Gruppe 2 und 3 (5,88 % ± 2,08 vs. 0,89 % ± 0,54 vs. 0 %;  
p < 0,05). 
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Abbildung 19: Kolokalisation von Cx43 und N - Cadherin am Zellpol sowie an der lateralen 
Zellseite der Kardiomyozyten. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (*p < 0,05). 
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5.3 Gene Scanning des Connexin 43 mittels der High Resolution Melting 
(HRM) - PCR und Sequenzierung der PCR - Produkte 
 
 
Aufgrund der in der Immunhistochemie festgestellten Lateralisierung des Connexin 
43 und den bereits im Zusammenhang mit Fallot’scher Tetralogie  bekannten 
Mutationen (Wang et al., 2012; Guida et al., 2013) wurde eine HRM - Analyse des 
Cx43 Gens durchgeführt. Ziel dieser Analyse war es, Mutationen in der kodierenden 
Sequenz des Cx43 Gens zu identifizieren, welche einen Einfluss auf die 
Funktionalität des Proteins ausüben könnten. Dabei wurde nach erfolgter PCR das 
Produkt schrittweise geschmolzen und die emittierte Fluoreszenz gemessen. Aus 
diesen Messungen erfolgte dann die Erstellung charakteristischer Kurvenprofile. 
Jedes Amplifikat hat dabei ein einzigartiges Schmelzprofil, welches durch den 
Guanin - Cytosin - Gehalt, die Länge und die Sequenz entsteht.  
 
 
5.3.1 Patientenpopulation  
 
Für die PCR wurden insgesamt 36 DNA - Proben untersucht. Davon waren 16 
Proben von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ und 20 
Proben von gesunden freiwilligen Kontrollpersonen. 
 
Tabelle 7: Einteilung und Charakteristika der Studiengruppen. Die Werte sind dargestellt als 
Mittelwerte ± SEM. 
 
 Patientengruppe Kontrollgruppe 
 
Alter [a] 
 
7,22 ± 3,54 
 
28,93 ± 1,34 
 
Weiblich [%] 
 
43,80 
 
 
80,00 
 
 
TOF:DORV  
 
14:2 
 
- 
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5.3.2 Übersicht über den Cx43 - Locus und die gewählten Amplikons 
 
Für die Durchführung der HRM - Analyse wurde das Cx43 Gen in insgesamt neun 
Abschnitte (Amplikons) unterteilt, welche zwischen 118 bis 290 Basenpaare lang 
waren und die kodierende Region des Gens vollständig umfassten. Ein Überblick 
über den genomischen Locus des Cx43 Gens, die resultierende mRNA, die 
gewählten Amplikons sowie den korrespondierenden Abschnitten im Cx43 Protein ist 
schematisch in Abbildung 20 dargestellt. 
 
 
gDNA 5’
Exon 1
3’
19129
3’ UTR
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Stop
17398
ATG
Start
16250
1623452345001
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+1
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Stop
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1: 244-448
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4:524-831
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8:1152-1269
9:1212-1496
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AS 2 13 36 76 99 154 177 208 231 382
Zytoplasmatisch
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Cx43 Gens, der mRNA, des Cx43 Proteins sowie 
der gewählten HRM Amplikons. Der Transkriptionsstart ist mit →, Exon 1 mit            und Exon 2 mit 
xxxxx gekennzeichnet. ATG und TAG markieren jeweils die Translationsstart- und - stoppcodons. 
Basenpaarangaben der Amplikons beziehen sich auf die mRNA - Sequenz. Die verschiedenen 
Proteindomänen im Cx43 Protein sind farblich gekennzeichnet. UTR: untranslated region 
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5.3.3 High Resolution Melting - PCR und anschließende Sequenzierung 
 
Von jeder DNA - Probe wurde für jedes Amplikon eine High Resolution Melting - PCR 
angefertigt, um über die Analyse der Schmelzkurven mögliche Mutationen zu 
detektieren.  
 
Abbildung 21 (Seite 66) fasst für das Amplikon 2 beispielhaft die wichtigsten 
Analysen einer HRM - PCR zusammen. Zunächst zeigte sich in den Schmelzkurven 
(Abbildung 21, A) ein homogener Verlauf. Der aus den Schmelzkurven abgeleitete 
Differenzial Plot (Abbildung 21, B), in welchem die Fluoreszenzdifferenz einer jeden 
Probe zu einem einheitlichen Standard gegen die Temperatur aufgetragen wurde, 
zeigte ebenfalls ein einheitliches Profil ohne abweichende Amplituden auf. 
Auch die Schmelzpunktanalysen der Patienten - und Kontrollproben wiesen einen 
einheitlichen Schmelzpunkt zwischen 85° C und 86° C auf (Abbildung 21, C).  
Aus dem gemeinsamen Schmelzpunkt und den einheitlichen Kurvenprofilen kann 
geschlussfolgert werden, dass es innerhalb des Amplikons und im Vergleich zur 
Kontroll - DNA bei keiner der Proben eine Änderung der Basenabfolge auftrat. 
 
Die hier beispielhaft für Amplikon 2 dargestellten Kurven lassen sich analog auf die 
Amplikons 1, 2, 3, 4, 5, 7 und 9 übertragen. Auch dort zeigten weder Schmelzkurven, 
Schmelzpunktanalysen, noch Differenzial Plot Abweichungen von der Kontroll - DNA. 
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Abbildung 21: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunktanalyse (C) nach 
erfolgter High Resolution Melting - PCR für das Amplikon 2. Die Patienten - DNA ist rot, die 
Kontroll - DNA blau dargestellt. 
 
 
A 
B 
C 
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Im Anschluss an die HRM - PCR erfolgte zum sicheren Ausschluss von Mutationen 
eine Sequenzierung der PCR - Produkte. Dazu wurden die Amplifikate unaufgereinigt 
zu MWG Operon Eurofins geschickt. Nach erfolgter Sequenzierung wurden die 
Chromatogramme auf heterozygote Überlagerungen untersucht und die erhaltenen 
Sequenzen mittels Basic Local Alignment Search Tool (NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit der Cx43 mRNA Referenzsequenz (NM_000165.3) 
abgeglichen. Abbildung 22 stellt beispielhaft ein solches Chromatogramm dar. Nach 
einem anfänglichen Hintergrundrauschen sind klare Peaks ohne heterozygote 
Überlagerungen zu erkennen. In den grau dargestellten Bereichen befinden sich die 
Signale unterhalb eines von der Firma MWG Operon Eurofins festgelegten 
Schwellenwertes und sollten somit nicht für die Auswertung genutzt werden. 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Repräsentatives Chromatogramm der Sequenzierung des HRM - PCR Produkts 
von Amplikon 2. Die einzelnen Basen sind farbig gekennzeichnet, Arginin (grün), Thymin (rot), 
Cytosin (blau) und Guanin (schwarz). 
 
 
In Übereinstimmung mit der HRM - Analyse konnte auch durch die Sequenzierung 
bei keiner der Patienten DNA - Proben im Amplicon 1, 2, 3, 4, 5, 7 und 9 eine homo- 
oder heterozygote Mutation oder ein Einzel - Nukleotid - Polymorphismus (SNP, 
engl. Single Nucleotide Polymorphism) identifiziert werden. 
 
Anders stellten sich hingegen die Kurvenverläufe der Amplikons 6 und 8 dar. 
Exemplarisch sind in dieser Arbeit die Analysen von Amplikon 6 dargestellt. 
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Analog der Auswertung des Amplikon 2 erfolgte auch hier zunächst die Analyse der 
Schmelzkurven (Abbildung 23, A, auf Seite 69) und des sich daraus ergebenden 
Differenzial Plots (Abbildung 23, B).  
 
In beiden Abbildungen fiel auf, dass kein einheitlicher, homogener Kurvenverlauf 
erkennbar war. In der Schmelzpunktanalyse (Abbildung 23, C) aller Proben zeigte 
sich, dass die Mehrheit der Proben bei 85,8° C ihren Schmelzpunkt hatte. Jedoch 
waren auch Proben dabei, die ihren Schmelzpunkt bei 84,8° C bzw. 85,5° C 
erreichten und somit von der Mehrheit abwichen.  
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Abbildung 23: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunktanalyse (C) nach 
erfolgter High Resolution Melting - PCR für das Amplikon 6.  Die Patienten - DNA ist rot, die 
Kontroll - DNA blau und die als Standard dienende human genomic DNA (Roche Diagnostics) grün 
dargestellt. 
 
Um die Kurven besser unterscheiden zu können und somit eine genauere Analyse 
zu gewährleisten, wurde im Folgenden getrennt nach Proben von Patienten mit 
Fallot’scher Tetralogie bzw. DORV vom Fallot - Typ und Proben von gesunden 
Probanden unterschieden. 
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C 
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Zunächst wurde die Kontroll - Gruppe analysiert.  
 
Bereits in der Schmelzkurve zeigten sich drei Kurven (Abbldung 24, A, Seite 71, rote 
Pfeile), welche vom Kurvenverlauf der restlichen Proben abwichen.  Auch im 
Differenzial Plot wurden diese Veränderungen durch einen veränderten 
Kurvenverlauf mit einer höheren Amplitude deutlich (Abbildung 24, B, rote Pfeile). 
Ergänzend dazu zeigte sich auch in der Schmelzpunktanalyse das Vorhandensein 
von mehreren Peaks (Abbildung 24, C, rote Pfeile). Die Mehrheit der Proben hatte 
dabei einen Schmelzpunkt von ca. 85,8° C, allerdings gab es auch mehrere Peaks 
bei 84,5° C und 85,5° C (Abbildung 24, C). 
Somit gab es innerhalb der DNA - Proben der Kontrollgruppe Unterschiede, was ein 
Hinweis auf eine veränderte Basenabfolge ist. 
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Abbildung 24: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunktanalyse (C) nach 
erfolgter High Resolution Melting - PCR für die Kontroll - DNA des Amplikon 6.  Die Kontroll -
DNA ist blau und die als Standard dienende human genomic DNA (Roche Diagnostics) grün 
dargestellt. 
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Die in der HRM - PCR dargestellten Abweichungen von der Wildtyp - Sequenz 
wurden durch Sequenzierung der Amplifikate überprüft. Hierbei zeigte sich im 
Chromatogramm (Abbildung 25), dass in zwei der drei abweichenden Kontrollen 
tatsächlich eine heterozygote Änderung der Basenfolge vorhanden war. Zur 
Sicherung der Ergebnisse wurden alle Amplifikate sowohl mit dem Vorwärts- als 
auch dem Rückwärts - Primer sequenziert. Eine dieser heterozygoten 
Veränderungen ist in Abbildung 25 exemplarisch dargestellt. 
 
A
B
C/T
G/A
 
Abbildung 25: Repräsentative Sequenzierung von Amplikon 6 einer DNA der Kontrollgruppe 
mit Vorwärts - Primer (A) und Rückwärts - Primer (B). Die einzelnen Basen sind farbig 
gekennzeichnet, Arginin (grün), Thymin (rot), Cytosin (blau) und Guanin (schwarz). Die heterozygoten 
Überlagerungen C / T bzw. G / A sind jeweils in den vergrößerten Ausschnitten dargestellt. 
 
Auch die Patienten - Proben wurden nach den gleichen Kriterien analysiert.  
Dabei war sowohl in der Schmelzkurve (Abbildung 26, A, Seite 73, schwarzer Pfeil) 
als auch im Differenzial Plot (Abbildung 26, B, schwarzer Pfeil) ein inhomogener 
Kurvenverlauf erkennbar. Es wurde deutlich, dass nicht alle Patienten das gleiche 
Schmelzprofil aufwiesen und somit Unterschiede innerhalb der DNA existieren 
mussten. Allerdings konnten in der Schmelzpunktanalyse keine Differenzen 
festgestellt werden, der Schmelzpunkt lag bei allen Patienten - Proben bei 85,8° C. 
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Abbildung 26: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunktanalyse (C) nach 
erfolgter High Resolution Melting - PCR für die Kontroll - DNA des Amplikon 6. Die Patienten -
DNA ist rot dargestellt. 
A 
B 
C 
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Der veränderte Kurvenverlauf ließ sich nach erfolgter Sequenzierung auch hier 
zumindest bei einer der beiden Proben durch eine heterozygot auftretende 
Veränderung im Chromatogramm  bestätigen (Abbildung 27). 
 
A G/A
C/TB
 
Abbildung 27: Repräsentative Sequenzierung von Amplikon 6 einer DNA der Patientengruppe 
mit Vorwärts - Primer (A) und Rückwärts - Primer (B). Die heterozygoten Überlagerungen G / A 
bzw. C / T sind jeweils in den vergrößerten Ausschnitten dargestellt. 
 
 
In den Analysen der Amplifikate 6 und 8 zeigten sich immer wieder inhomogene 
Kurvenverläufe. Die anschließenden Sequenzierungen identifizierten heterozygote, 
aber keine homozygoten Änderungen der Basenfolge. 
 
Insgesamt wurden verschiedene heterozygote Veränderungen sowohl in der 
Patienten- als auch der Kontroll-Gruppe gefunden. Diese wurden dann mit den 
Datenbanken NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und UniProt 
(http://www.uniprot.org/) abgeglichen. Dabei wurden bekannte SNPs sowie 
unbekannte Veränderungen der Basenfolge identifiziert. Eine Zusammenfassung der 
Ergebnisse ist in Tabelle 8 (Seite 75) dargestellt. 
       Ergebnisse 
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Tabelle 8: Bei der Sequenzierung entdeckte SNP’s und Veränderungen der Basenfolge. 
Position 
mRNA 
Position 
AS 
Original Austausch Anzahl 
Patienten 
Anzahl 
Kontrolle
n 
Referenz homozygot/ 
heterozygot 
Häufigkeit in 
der 
Bevölkerung 
[%] 
Bindungs-
stellen 
Amplikon 6 
967 239 CGG = Arginin CGA = 
Arginin 
1 / 16 0 / 20 rs57946868 
(NCBI) 
Heterozygot Keine Angabe - 
1008 253 GCG = Alanin GTG = 
Valin 
1 / 16 1 / 20 rs7653265 
(NCBI) 
rs17653265 
(Uniprot) 
(Paznekas et al., 
2003) 
Heterozygot 4,2 AS 255: 
MAPK; 
Cdc2 
Amplikon 8 
1243 331 CAT = Histidin CAC = 
Histidin 
8 /16 3 / 20 unbekannt Heterozygot Keine Angabe AS 330: 
CK1 
1249 333 CAG = 
Glutamin 
CAC = 
Histidin 
5 /16 8 / 20 unbekannt Heterozygot Keine Angabe - 
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6. Diskussion 
 
Die Connexine, als kanalbildende Einheiten der Gap junctions, spielen im Herzen 
eine wichtige Rolle für die elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzellen und 
den Austausch von Signalmolekülen im Rahmen der interzellulären Kommunikation 
(Simpson et al., 1977; Imanaga 1987; Elfgang et al., 1995; Kumar und Gilula 1996; 
Salameh et al., 2009). Außerdem sind sie wesentlich an der embryonalen 
Entwicklung, dem Zellwachstum sowie der Zelldifferenzierung beteiligt (Countinho et 
al., 2003; Davies et al., 1996). Insbesondere Connexin 43, als Hauptconnexin des 
menschlichen Herzens, wurde in den letzten Jahrzehnten bei verschiedenen 
kardialen Erkrankungen, wie beispielsweise Vorhofflimmern oder Fallot’scher 
Tetralogie, untersucht (Hoyt et al., 1989; Polontchouk et al., 2001; Kolcz et al., 2005; 
Salameh et al., 2010; Dhein et al., 2011; Salameh et al., 2012).  
Die Fallot - Tetralogie ist mit 10 % der häufigste zyanotische Herzfehler des 
Menschen (Pinsky und Arciniegas, 1990). Da bei dieser Malformation bereits eine 
Umverteilung des Cx43 nach lateral vermutet wurde, lag ein Ziel der Arbeit in der 
Untersuchung der Verankerung des Connexins mittels der Fascia adhaerens im 
Zytoskelett (Matsuzaki  et al., 1990; Musil et al., 1990; Jongen et al., 1991), mit dem 
Fokus auf N - Cadherin. Es wurde angenommen, dass diese Verankerung essentiell 
für die Funktionalität der Gap junctions ist (Fromaget et al., 1992) und der 
Zusammenlagerung des Connexin 43 vorausgeht (Angst et al., 1997; Kostin et al., 
1999). 
Des Weiteren wurde in vorangegangenen Arbeiten bei einigen angeborenen 
Herzfehlern Mutationen im Connexin 43 Gen (Britz - Cunningham et al., 1995; 
Dasgupta et al., 2001; Chen et al., 2005) nachgewiesen. Allerdings blieb weiterhin 
unklar, ob diese Mutationen spezifisch für den Herzfehler waren. Besonders der 
Carboxy - Terminus des Connexin 43 wurde, aufgrund der dort zahlreich lokalisierten 
Phosphorylierungsstellen, bereits untersucht (Splitt et al., 1995; Gebbia et al., 1996; 
Debrus et al., 1997; Penman Splitt et al., 1997; Dasgupta et al., 2001). Eine 
veränderte Phosphorylierung kann die normale Zusammenlagerung der Connexine 
zu Gap junctions stören und letztendlich verhindern (Laird et al., 1991; Goodenough 
et al., 1996; Lampe und Lau, 2004). Aus diesem Grund erfolgte in der hier 
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vorliegenden Arbeit die Analyse des Cx43 Gens auf homo - oder heterozygote 
Veränderungen bei Patienten mit Fallot - Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ. 
Es wurden Patienten sowohl mit Fallot’scher Tetralogie als auch Double Outlet Right 
Ventricle vom Fallot - Typ in die Studie eingeschlossen. Beide Malformationen zählen 
zu der Gruppe der konotrunkalen Herzfehler und weisen eine ähnliche Hämodynamik 
auf.  
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6.1 Diskussion der histologischen Ergebnisse 
 
6.1.1 Morphologische Untersuchung der Kardiomyozyten  
 
Die in dieser Arbeit vorgenommenen immunhistochemischen Untersuchungen des 
Infundibulums von Patienten mit TOF beziehungsweise DORV vom Fallot - Typ 
zeigten, dass die Zellen der Patienten unter zwei Jahren signifikant kürzer gegenüber 
den Zellen der Patienten bis zwölf Jahre waren. Auch die Breite der Zellen der 
Patienten unter zwei Jahren war signifikant geringer, verglichen mit den anderen 
beiden Gruppen. Mit zunehmendem Alter wurden die Kardiomyozyten länger und 
breiter bis sie ihre charakteristische rechteckige, elongierte Form erreichten.  
Kardiomyozyten verlieren kurz nach der Geburt ihre Fähigkeit zur Proliferation und 
ein Größenwachstum erfolgt nur noch mittels Hypertrophie. Im Zuge dieser 
physiologischen Hypertrophie kommt es zur Zunahme des Herzgewichts und der 
Herzgröße. Laut de Simone et al. ist das hypertrophe Wachstum altersabhängig und 
findet insbesondere vor und während der Pubertät bis zu einem Alter von zwölf 
Jahren statt (de Simone et al., 1995).  
Bei gesunden Neugeborenen sind die Kardiomyozyten des linken Ventrikels im 
Durchschnitt zwischen 50 und 60 µm lang und 5 bis 10 µm breit (Sekiguchi et al., 
1986; Shozawa et al., 1990). Die Kardiomyozyten des linken Ventrikels eines 
gesunden erwachsenen Menschen haben hingegen eine Länge von 40 bis 100 µm 
und eine Breite von 10 bis 20 µm (Thews und Vaupel, 1989). Insgesamt waren in der 
vorliegenden Arbeit alle gemessenen Zelllängen und - breiten geringer als die bisher 
publizierten linksventrikulären Werte. Dies könnte darin begründet liegen, dass im 
Rahmen dieser Arbeit das Infundibulum, ein Teil des rechtsventrikulären 
Ausflusstraktes, von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie beziehungsweise DORV 
vom Fallot - Typ untersucht wurde. Es ist bereits bekannt, dass die Zellen des 
rechten Ventrikels einen geringeren Durchmesser als die Zellen des linken Ventrikels 
aufweisen (Ishikawa et al., 1972; Gregory et al., 1983; Hoshino et al., 1983). Eine 
Erklärung dafür ist, dass trotz gleicher Anzahl an Kardiomyozyten in beiden 
Ventrikeln (Linzbach 1947; Linzbach, 1960; Linzbach, 1976), der linke Ventrikel im 
Zuge der Versorgung des Körperkreislaufs höheren Drücken ausgesetzt ist und eine 
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dickere Wand besitzt als der rechte Ventrikel, der nur für die Versorgung des 
Lungenkreislaufs verantwortlich ist.  
Auch die Studien von Nishikawa et al. (Nishikawa  et al., 1990) und Sekiguchi et al. 
(Sekiguchi et al., 1986) zeigten, dass eine Zunahme des 
Kardiomyozytendurchmessers sowohl bei Kardiomyozyten gesunder Patienten als 
auch von Patienten mit Fallot - Tetralogie erfolgte. Korrelierend zu den Ergebnissen 
der hier vorliegenden Arbeit kamen auch diese Arbeitsgruppen zu dem Ergebnis, 
dass die Kardiomyozyten des rechten Ventrikels einen geringeren Durchmesser als 
die Kardiomyozyten des linken Ventrikels haben, sich dieser Durchmesser aber mit 
fortschreitendem Alter erhöht und mit Erreichen der Pubertät nahezu seinen 
maximalen Wert erreicht (Sekiguchi et al., 1986; Nishikawa  et al., 1990).  
Das Herzgewicht nimmt in den ersten Jahren um das 16 - fache zu, die Dauer der 
ventrikulären Depolarisation erhöht sich aber nur um 20 % (Zak, 1974). Da die Gap 
junctions verantwortlich für die geordnete Weiterleitung des Aktionspotentials im 
Ventrikelmyokard sind, könnte ihre Anordnung und Funktionalität maßgeblich zur 
Adaptation der Herzfunktion an die sich in den ersten Lebensmonaten und - jahren 
ändernde Herzmuskelmasse und Hämodynamik beitragen. Es wurde auch gezeigt, 
dass eine frühzeitige Korrektur des Herzfehlers in einer besseren Funktion des 
Herzens (Kirklin et al., 1986; Colan et al., 1988; Gustafson et al., 1988; Norwood et 
al., 1988) und weniger postoperativen Arrhythmien (Walsh et al., 1988) resultiert. Ein 
Grund dafür ist die altersabhängige Fähigkeit des Myokards auf Veränderungen der 
Volumenlast oder des Drucks zu reagieren (Assey et al., 1987; Isoyama et al., 1987; 
Dorn et al., 1988; Colan et al., 1992). Der Verlust dieser Adaptationsfähigkeit wird 
begleitet von Veränderungen der myokardialen Mechanik und der elektrischen 
Leitungseigenschaften (Davies et al., 1975; Park et al., 1982;  St John Sutton et al., 
1982; Nakanishi und Jarmakani, 1984; Colan et al., 1992). Diese Veränderungen 
scheinen eher vom Alter als von der Körpergröße abzuhängen (Colan et al., 1992).  
Colan et al. untersuchten in einer Studie 256 gesunde Kinder und Jugendliche 
echokardiografisch auf Veränderungen der Hämodynamik mit zunehmendem Alter 
(Colan et al., 1992). Dabei stellten sie fest, dass insbesondere in den ersten zwei 
Lebensjahren hämodynamische Veränderungen auftreten, welche vor allem auf 
Veränderungen der Druckbelastung zurück zu führen sind. Danach sahen Colan et 
al. keine signifikanten Änderungen der Kontraktilität mehr (Colan et al., 1992). 
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Demnach macht es den Anschein, als wäre die kardiale Entwicklung im Alter von 
zwei Jahren weitgehend abgeschlossen. 
Es lässt sich schlussfolgern, dass die beobachtete Zunahme in Zelllänge und - breite 
bei den Patienten mit Fallot - Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ ein 
physiologischer Prozess ist. Die im Vergleich zur Literatur geringeren Messwerte 
liegen dabei vermutlich eher in der Lokalisation des untersuchten Gewebes im 
rechtsventrikulären Ausflusstrakt begründet. Es scheint daher kein Zusammenhang 
zur vorliegenden kardialen Pathologie zu bestehen. 
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6.1.2 Lokalisation von Connexin 43 und N - Cadherin innerhalb des 
infundibulären Myokards von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und 
Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ 
 
Sowohl Connexin 43 als auch N - Cadherin spielen in der Entwicklung der 
Neuralleiste und damit verbunden auch in der Entwicklung des Herzens, 
insbesondere des Ausflusstraktes, eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund 
wurde im Rahmen dieser Arbeit histologisch das Infundibulum, als Teil des 
rechtsventrikulären Ausflusstraktes, bei Patienten mit TOF beziehungsweise DORV 
vom Fallot - Typ untersucht. 
Die histologische Analyse der Patienten ergab eine altersabhängige Veränderung 
der Verteilung des Connexin 43. So war das Cx43 bei den jüngeren Patienten bis 
zwei Jahren neben dem Vorhandensein an den Glanzstreifen signifikant mehr an der 
lateralen Zellseite lokalisiert. Bei den Patienten zwischen zwei und zwölf Jahren und 
den Patienten ab zwölf Jahren konzentrierte sich das Connexin 43 fast ausschließlich 
auf die Disci intercalares. Somit erhöhte sich die Ratio von polarem zu lateralen 
Cx43, was auf eine vermehrte Anisotropie hinweist. 
Auch Peters et al. beschrieb, dass Cx43 im gesunden neonatalen Myokard eher 
punktförmig über die gesamte Oberfläche der ventrikulären Kardiomyozyten verteilt 
ist (Peters, 1996). Die Autoren postulierten daher schon 1996 eine altersabhängige 
Lokalisation des Cx43 (Peters, 1996). Die typische Anordnung des Connexin 43 an 
den Glanzstreifen, den Disci intercalares, (Borrmann et al., 2006; Franke et al., 2006; 
Pieperhoff und Franke, 2007) wird laut Peters et al. im Alter von sechs Jahren 
erreicht. Diese Umverteilung des Connexin 43 scheint allein vom Alter und nicht von 
der kardialen Pathologie abhängig zu sein. Dies wird durch eine Studie innerhalb der 
eigenen Arbeitsgruppe bestätigt, bei der das Gewebe von Patienten mit anderen 
kardialen Fehlbildungen, wie beispielsweise Pulmonalatresie mit und ohne VSD, 
Truncus arteriosus communis sowie Double Chamber Right Ventricle untersucht 
wurde. Diese Studie kam zu dem gleichen Ergebnis (Salameh et al., 2014). Auch 
zeigten Studien am Herzgewebe anderer Säugetiere (Gourdie et al., 1992; Angst et 
al., 1997) unterschiedlichen Alters Veränderungen in der Lokalisation des Connexin 
43. Die Konzentration des Connexin 43 auf die Disci intercalares der Kardiomyozyten 
mit zunehmendem Alter beschränkt sich somit nicht nur auf humanes Herzgewebe, 
sondern dürfte vielmehr ein Merkmal der physiologischen kardialen Entwicklung 
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darstellen und ist demnach nicht spezifisch für die Fallot’sche Tetralogie 
beziehungsweise den Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ.  
Im Gegensatz dazu steht eine Studie von Kolcz et al. (Kolcz et al., 2002; Kolcz et al., 
2005), in der ebenfalls die Kardiomyozyten von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie 
untersucht wurden. Auch hier zeigte sich, dass Connexin 43 bei diesen Patienten 
sowohl an der lateralen als auch polaren Seite der Zellen lokalisiert war. Außerdem 
erfolgte eine Quantifizierung des Cx43 - Fluoreszenzsignals mittels Durchfluss -
Zytometrie. Dabei konnte eine verminderte Fluoreszenz bei Patienten mit Fallot - 
Tetralogie im Vergleich zur Kontrollgruppe, in diesem Fall Patienten mit 
Ventrikelseptumdefekt, gemessen werden. Die Autoren schlussfolgerten, dass 
insbesondere die veränderte Lokalisation ebenso wie die verminderte Expression 
des Connexin 43 verantwortlich für die Arrhythmien von TOF - Patienten sei sowie 
einen Beitrag zur Dysfunktion des rechten Ventrikels leisten könnte (Kolcz et al., 
2002; Kolcz et al., 2005).  
Kolcz et al. stellten einen kausalen Zusammenhang zwischen der Lokalisation des 
Connexin 43 an der lateralen Zellseite und der Pathologie der Fallot’schen Tetralogie 
her. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, vielmehr schien 
die Lokalisation des Connexin 43 altersabhängig zu sein. Ein Grund für die  
unterschiedlichen Befunde könnte im untersuchten Patientenkollektiv liegen. Der 
älteste Patient des Patientenkollektivs war sechs Jahre alt und es wurden vermehrt 
junge Patienten (14 von 22 waren jünger als acht Monate) in die Studie 
eingeschlossen. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass nicht das isolierte Gewebe 
selbst, sondern daraus kultivierte Kardiomyozyten zur Untersuchung verwendet 
wurde. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit des Connexin 43 von 90 Minuten, 
sowie der äußerst komplexen Regulation (Darrow et al., 1995; Beardslee et al., 1998) 
könnte die Umverteilung des Connexins auch auf die Kultivierung der 
Kardiomyozyten zurück zu führen sein und nicht zwingend mit der Erkrankung in 
Zusammenhang stehen.  
Für eine Reihe kardialer Pathologien ist hingegen bekannt, dass sie mit einer 
Umverteilung von Connexin 43 einhergehen. So konnte in mehreren Studien gezeigt 
werden, dass sich bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern die Lokalisation des 
Connexin 43 an die lateralen Seiten der Kardiomyozyten verschiebt (Polontchouk et 
al., 2001; Kostin et al., 2002). Somit kann keine geordnete Erregungsweiterleitung 
mehr stattfinden und es kommt zu einer sowohl longitudinalen als auch transversalen 
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Ausbreitung der Erregung zur Faserrichtung (Dhein et al., 2011). Neben 
Rhythmusstörungen kommt es auch bei einer veränderten Belastung des Ventrikels 
zu einer Umverteilung des Connexin 43. So untersuchten Kostin et al. Patienten mit 
Aortenklappenstenose (Kostin et al., 2004). Patienten mit einer geringgradigen 
Aortenstenose (AS I°) wiesen eine frühzeitige Lateralisierung des Connexin 43 auf. 
Bei Patienten mit mittel - bis hochgradiger Aortenklappenstenose (AS II° und III°) 
konnte diese Lateralisierung auch beobachtet werden, allerdings in geringerer 
Ausprägung. Auch bei der Fallot’schen Tetralogie ist eine Stenose und somit eine 
erhöhte Belastung des Ventrikels vorhanden, jedoch auf der rechten Seite des 
Herzens. Durch die Pulmonalstenose muss der rechte Ventrikel vermehrt Arbeit 
leisten. Die Lateralisierung scheint bei den Patienten mit Fallot aber nicht mit der 
Pulmonalstenose in Verbindung zu stehen, da die Lateralisierung kontinuierlich mit 
zunehmendem Alter zu verschwinden scheint und sonst eher bei den älteren 
Patienten, bei welchen die Stenose schon über einen langen Zeitraum besteht, 
sichtbar sein müsste.  
Auch andere kardiale Pathologien, wie Herzinsuffizienz, Hypertrophie sowie 
rheumatischen Herzerkrankungen, gehen mit einer Veränderung des Connexin 43 - 
Verteilung entlang der Zellen einher (Dupont et al., 2001; Li et al., 2004; Noorman et 
al., 2013). Durch die kurze Halbwertszeit des Connexin 43 von 90 Minuten (Darrow 
et al., 1995; Beardslee et al., 1998) kann es schnell auf veränderte Bedingungen 
reagieren und so auch seine Lokalisation ändern (Darrow et al., 1995; Beardslee et 
al., 1998). 
Connexin 43 spielt aber nicht nur bei Pathologien eine wichtige Rolle, sondern ist 
auch maßgeblich an der regelrechten embryonalen Entwicklung des Herzens 
beteiligt. So konnten Huang et al. (Ewart et al., 1997; Sullivan et al., 1998)  zeigen, 
dass bei Mäuse - Embryonen eine Veränderung der Cx43 - Gen Dosis zu 
pathologischen Veränderungen des rechten Ventrikels, einem Ausdünnen des 
Myokards sowie einer Verengung des rechtsventrikulären Ausflusstraktes führte. 
Außerdem war die Kommunikation mittels Gap junctions in den Zellen der 
Neuralleiste bei Mäusen mit Cx43 - Überexpression gesteigert und bei Cx43 - knock -
out Mäusen vermindert. Des Weiteren kam es zu Veränderungen der Migration in der 
Neuralleiste sowie zur Pertubation der Proliferation der Kardiomyozyten. Die Autoren 
schlussfolgerten, dass die interzelluläre Kommunikation der Zellen der Neuralleiste 
unter anderem wichtig für die Entwicklung des regulären Ausflusstraktes ist. Zellen 
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der Neuralleiste mit verminderter Cx43 - Expression zeigten ebenso einen Verlust 
des gerichteten Zellwachstums (Huang et al., 1998a; Huang et al., 1998b). Auch 
andere Studien an transgenen Mäusen mit veränderter Cx43 - Funktion in den Zellen 
der Neuralleiste zeigten Veränderungen des Ausflusstraktes sowie Anomalien der 
Koronararterien (Ewart et al., 1997; Sullivan et al., 1998). Western Blot 
Untersuchungen innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass bei 
Patienten mit Fallot’scher Tetralogie, Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ 
sowie Patienten mit anderen angeborenen kardialen Anomalien (Pulmonalatresie mit 
und ohne VSD, Double Chamber Right Ventricle, Truncus arteriosus communis) die 
Proteinmenge an Connexin 43 mit zunehmendem Alter signifikant abnahm (Salameh 
et al., 2014). Außerdem wurde deutlich, dass in der ältesten Gruppe das Connexin 
43 signifikant häufiger phosphoryliert als P2 - Form vorlag im Vergleich zu den 
jüngeren Patienten. Im Gegensatz dazu lag bei den jüngsten Patienten das Connexin 
43 vorrangig in der P0 - Form vor und es erfolgte eine signifikante Abnahme mit 
zunehmendem Alter. Die mRNA des Connexin 43 blieb aber in allen drei Gruppen 
gleich, was auf eine posttranskriptionale Regulation hinweist (Salameh et al., 2014). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte keine Quantifizierung von Cx43 erfolgen, 
da die Immunfluoreszenz als Methode nicht zur Quantifizierung geeignet ist. Es kann 
durch Überlagerung der Zellen und unterschiedliche Schnittwinkel der Präparate zu 
falsch positiven und falsch negativen Ergebnissen kommen. Eine sinnvolle 
Quantifizierung des Connexin 43 durch eine Western Blot - Analyse erfolgte im 
Rahmen der Publikation Salameh et. al, 2014. 
Die Analyse der Phosphorylierung des Connexin 43 fügt sich in das histologisch 
vorgefundene Bild ein. Die bei den Patienten bis zwei Jahre vorgefundene unreife 
Verteilung des Connexin 43 sowohl an der lateralen sowie polaren Seite der Zelle 
korreliert mit dem vermehrten Vorhandensein der unphosphorylierten P0 - Form des 
Connexin 43 in diesen Patienten. Mit zunehmendem Alter konnte hingegen kaum 
noch laterales Connexin 43 in der histologischen Analyse gesehen werden und im 
Western Blot zeigte sich bei den älteren Patienten eine Zunahme der 
phosphorylierten P2 - Form. Da diese P2 - Form vor allem für funktionelle Gap 
junction - Plaques charakteristisch ist (Musil und Goodenough, 1991) wäre es 
möglich, dass die lateralen Connexine keine funktionierenden Gap junction - Kanäle 
ausbilden. Die Prüfung der Kanäle auf Funktionalität stellt sich als äußert schwierig 
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dar und könnte beispielsweise mittels der Patch - Clamp Methode erfolgen, was 
allerdings technisch am intakten Gewebe kaum möglich ist. 
 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten histologischen 
Untersuchungen ließen außerdem erkennen, dass neben Connexin 43 auch das N - 
Cadherin bei den jungen Patienten auf der gesamten Zelloberfläche verteilt war. 
Auch hier erfolgte mit zunehmendem Alter eine Polarisierung des N - Cadherins. 
Insgesamt war aber lateral wesentlich weniger N - Cadherin als Connexin 43 
vorhanden. Außerdem war das N - Cadherin weniger punktförmig, sondern vielmehr 
bandförmig an den Glanzstreifen zu finden. 
An den polaren Enden der Kardiomyozyten waren Connexin 43 und N - Cadherin bis 
zu 92 % kolokalisiert. Dabei war bei den Patienten ab zwei Jahren eine signifikant 
höhere Kolokalisation zu erkennen. Insgesamt entstand der Eindruck, dass 
insbesondere bei den jüngsten Patienten das Connexin 43 vermehrt lateral sowie 
einzeln und unabhängig vom N - Cadherin auftrat, was sich auch in der geringen 
Kolokalisation von ca. 6 % im Gegensatz zur polaren Kolokalisation von ca. 80 % in 
dieser Gruppe widerspiegelte. Mit zunehmendem Alter konzentrierte sich das Cx43 
auf die Zellpole, es war kaum noch einzelnes Cx43 an der lateralen Zellseite zu 
beobachten und Cx43 und N - Cadherin traten fast ausschließlich in enger 
Nachbarschaft zueinander auf.  
Angst et al. machten ähnliche Beobachtungen im ventrikulären Myokard von Hunden 
und Ratten (Angst et al., 1997). Es wurden jeweils Desmoplakin, N - Cadherin und 
Connexin 43 untersucht. Die histologische Untersuchung der Ratten zeigte einen 
Tag postnatal eine Verteilung aller drei Proteine über die gesamte Zelloberfläche. 20 
Tage postnatal konzentrierten sich dann sowohl Desmoplakin als auch N - Cadherin 
auf die Disci intercalares im Gegensatz zu Connexin 43, welches sowohl an den 
lateralen als auch polaren Seiten der Zelle sichtbar war. Erst 90 Tage postnatal 
konzentrierte sich dann auch Connexin 43 auf die Disci intercalares. Auch im 
Hundemyokard konnte eine altersabhängige Umverteilung beobachtet werden (Angst 
et al., 1997). Ebenso wurde an humanen Myokardproben die Lokalisation von N -
Cadherin und Connexin 43 bereits mit einem dem der vorliegenden Arbeit ähnlichen 
Ergebnis analysiert. Peters et al. schlossen 15 Patienten mit TOF und fünf Patienten 
mit DORV in ihre Analyse ein (Peters et al., 1994). Als Kontrolle dienten Biopsien von 
drei pädiatrischen Spender - Herzen. Bei der histologischen Untersuchung zeigte 
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sich in allen drei Gruppen das gleiche Bild, analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit: 
das anfänglich über die gesamte Oberfläche der Kardiomyozyten verteilte Connexin 
43 konzentriert sich ab einem Alter von sieben Jahren auf die Glanzstreifen zwischen 
den Kardiomyozyten und bildet dort die Gap junctions. Ein ähnliches Bild zeigte sich 
bei der Lokalisation des N - Cadherin. Erst ab einem Alter von sieben Jahren zeigten 
sich die klaren Banden am Glanzstreifen. Eine enge Assoziation von Cx43 mit N -
Cadherin und damit von Gap junctions mit Fascia adhaerens sowie weniger 
vereinzeltes Connexin 43 konnte mit zunehmendem Alter festgestellt werden. Dieses 
Verteilungsmuster war auch in den drei als Kontrollen dienenden Spender - Herzen 
sichtbar, sodass die Autoren schlussfolgerten, dass die Umverteilung des Cx43 bis 
zum sechsten Lebensjahr ein physiologischer Prozess ist und nicht mit den 
untersuchten Krankheitsbildern TOF und DORV in Zusammenhang stand, 
beziehungsweise ursächlich für die Krankheitsbilder ist (Peters et al., 1994). 
In einer erst kürzlich veröffentlichten Studie untersuchten Mahtab et al. (Mahtab et 
al., 2012) rechts - sowie linksventrikuläre Myokardproben von sieben Patienten mit 
hypoplastischen Linksherzsydrom (HLHS) sowie sechs Patienten mit grenzwertigem 
linken Ventrikel, borderline left ventricle (BLV). Außerdem wurden sechs Kontrollen 
analysiert. Alle Kontrollen sowie einige Herzen mit BLV ließen eine regelrechte 
Anordnung des N - Cadherin in den Disci intercalares erkennen. In den Proben aller 
Patienten mit HLHS sowie der Mehrheit der Patienten mit BLV stellte sich das N - 
Cadherin ungeordnet und nicht ausschließlich in den Disci intercalares dar. Alle 
Myokardproben wurden weiterhin histologisch auf die Lokalisation von Connexin 43 
untersucht. Dieses war bei den Herzen der Kontrollgruppe und einem Drittel der 
Herzen der BLV Gruppe auf die Disci intercalares sowie auf die laterale Zellseite 
verteilt. Im Gegensatz dazu zeigten alle Patienten der HLHS Gruppe sowie zwei 
Drittel der Patienten mit BLV eine verminderte Konzentration des Connexin 43 an 
den Disci intercalares und der lateralen Zellseite. Bei allen Patienten wurde sowohl 
rechter als auch linker Ventrikel analysiert und keine Unterschiede zwischen den 
Ventrikeln festgestellt. Alle Patienten der Kontrollgruppe waren jünger als ein Jahr 
(Mahtab et al., 2012). Dies verdeutlicht erneut, dass Connexin 43 und N - Cadherin 
bei jungen gesunden Patienten sowohl an der polaren als auch lateralen Zellseite 
vorkommen, was mit den Befunden der vorliegenden Arbeit in Einklang steht.  
Die Frage nach der Funktionalität des lateralen Connexin 43 bleibt weiterhin offen. 
Durch die verminderte Kolokalisation mit N - Cadherin, welche im Rahmen der  
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vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, sowie die bekannte Tendenz der lateralen Gap 
junction - Kanäle zu Degradation und Internalisierung (Legato, 1979; Chen et al., 
1989) ist es fraglich inwieweit diese Kanäle zur Zell - Zell - Kommunikation beitragen. 
Auch die Beobachtungen der eigenen Arbeitsgruppe, der verminderten Cx43 
Proteinmenge mit zunehmendem Alter, könnten darauf hindeuten, dass nur die 
polaren Gap junction - Kanäle bestehen bleiben und damit auch funktionell sind. 
Denkbar wäre auch, dass es sich um sogenannte Hemichannels handelt, welche 
eine Funktion bei der ATP - Freisetzung besitzen könnten (Scemes et al., 2009). Die 
Aufgabe des lateralen Connexin 43 bleibt also weiterhin unklar, eine Funktion 
während der embryonalen und frühen postnatalen Entwicklung des Herzens ist aber 
denkbar. 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich bei Patienten mit Fallot - Tetralogie 
und DORV vom Fallot - Typ histologisch eine altersabhängige Lokalisation von 
Connexin 43 und N - Cadherin zeigte. Das anfänglich vorhandene Connexin 43 an 
den lateralen Zellseiten scheint physiologisch zu sein und keine Assoziation mit 
einem der Herzfehler aufzuweisen. Die Funktionalität und Aufgabe der lateralen 
Connexine, respektive Gap junction - Kanäle, bleibt weiter unklar. 
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6.2 Mutationsanalyse des Cx43 - Gens 
 
Zahlreiche, teils kontroverse, Studien untersuchten bereits das Cx43 - Gen bei 
angeborenen Herzfehlern und Heterotaxie (Gebbia et al., 1996; Debrus et al., 1997; 
Penman Splitt et al., 1997; Splitt et al., 1995; Dasgupta et al., 2001; Paznekas et al., 
2003; Chen et al., 2005). Dabei lag der Fokus meist auf dem C - Terminus des 
Proteins, da in diesem Bereich zahlreiche Phosphorylierungsstellen lokalisiert sind 
und diese posttranslationale Modifikation entscheidenden Einfluss auf die 
interzelluläre Kommunikation hat. Da Studien an Patienten mit Fallot´scher Tetralogie 
( Kolcz et al., 2002; Kolcz et al., 2005) gezeigt hatten, dass Cx43 lateralisiert vorliegt 
und die korrekte Lokalisation sowie die interzelluläre Kommunikation auch von der 
Phosphorylierung abhängt, wurde parallel zur Immunhistochemie eine 
Sequenzanalyse des Cx43 - Gens bei Patienten mit Fallot - Tetralogie und DORV 
vom Fallot - Typ durchgeführt. 
 
Durch High Resolution Melting - Polymerase - Ketten - Reaktion (HRM - PCR) und 
anschließender Sequenzierung wurden, sowohl im Patienten - als auch im 
Kontrollkollektiv, Sequenzvariationen gefunden, die in allen Fällen heterozygot 
waren. Diese befanden sich in der Transmembran - Domäne, im Übergang zur 
zweiten zytoplasmatischen Schleife sowie dem Carboxy - Terminus. Ein Abgleich mit 
entsprechenden Datenbanken ergab, dass bereits bekannte SNP´s, aber auch 
unbekannte Sequenzvariationen detektiert wurden, welche im Folgenden näher 
diskutiert werden. 
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6.2.1 Bekannte SNP’s des Cx43 - Gens  
 
Es fanden sich im Abschnitt 6 ein bereits bekannter synonymer sowie ein bekannter 
nicht - synonymer Single Nucleotide Polymorphismus (siehe auch Tabelle 8, Seite 
74). 
Der Austausch der Base Guanin zu Adenin an Aminosäureposition 239 sollte keine 
Relevanz haben, da die Aminosäure Arginin bestehen blieb. 
An der Aminosäure - Position 253 erfolgte ein nicht - synonymer Aminosäure - 
Wechsel von Alanin zu Valin. Dieser Austausch fand in unmittelbarer Nähe zu einer 
Phosphorylierungsstelle der MAP - Kinase statt und ist bereits für Patienten mit 
Okulo - Dento - Digitaler Dysplasie (Paznekas et al., 2003) beschrieben. Dieser 
Single Nucleotide Polymorphismus tritt mit einer Häufigkeit von 4,2 % in der 
Bevölkerung auf. Dieses häufige, fast immer unbemerkte Auftreten des nicht -
synonymen SNP´s ist am ehesten dadurch zu erklären, dass hier eine hydrophobe 
Aminosäure (Alanin) gegen eine ebenfalls hydrophobe Aminosäure mit nur einem 
weiteren CH3 - Rest (Valin) ausgetauscht wird. Trotzdem ist eine Änderung der 
Funktionalität von Cx43 nicht auszuschließen. Durch die Heterozygotie sowie die 
ähnlichen physikochemische Eigenschaften erscheint dieser SNP allerdings als 
alleinige Ursache der Fallot’schen Tetralogie bzw. des DORV vom Fallot - Typ 
zweifelhaft. 
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6.2.2 Unbekannte Sequenzvariationen des Cx43 - Gens 
 
Neben den bekannten SNP’s wurden im Patienten - sowie im Kontrollkollektiv auch 
unbekannte Sequenzvariationen gefunden. 
Interessant erschienen dabei insbesondere solche, die sich in der Nähe der 
Bindungsstellen der verschiedenen Kinasen befanden sowie nicht - synonyme 
Basenaustausche, welche Änderungen der physikochemischen Eigenschaften der 
Aminosäuren zur Folge hatten. 
 
Sowohl im Patienten - als auch im Kontrollkollektiv konnte an Aminosäureposition 
331 ein synonymer Basenaustausch detektiert werden. Dieser befand sich zwar in 
unmittelbarer Nähe zu einer Bindungsstelle der Casein - Kinase 1, dürfte aber 
aufgrund des Bestehenbleibens von Histidin keine Konsequenz haben. 
 
Außerdem zeigte sich eine Veränderung der neutralen Aminosäure Glutamin zur 
basischen Aminosäure Histidin, womit eine Veränderung der physikochemischen 
Eigenschaften nicht auszuschließen ist. Dieser Austausch fand sich jedoch in fünf 
der Patienten und acht der Kontrollen, was gegen eine spezifische Rolle dieser 
Mutation (SNP) bei TOF spricht. 
 
Da es sich bei den detektierten Basenänderungen um unbekannte 
Sequenzvariationen handelt, kann im Rahmen der Arbeit nicht geklärt werden, ob es 
sich hierbei um Mutationen oder SNP´s handelt. Per se sind beides primär DNA -
Sequenzvariationen; definitionsgemäß liegt aber bei einer Mutation eine Häufigkeit in 
der Bevölkerung von < 1 % vor, bei einem Auftreten von > 1% handelt es sich um 
einen SNP.  
Aufgrund der Tatsache, dass nur heterozygote Veränderungen gefunden wurden, 
und die Träger dieser Variationen ebenfalls ein Wildtyp - Allel besitzen, ist davon 
auszugehen, dass es sich hierbei nicht um Mutationen handelt, welche ursächlich für 
die kardialen Erscheinungsbilder der Fallot´schen Tetralogie oder der DORV vom 
Fallot - Typ sind. Dieses Ergebnis geht mit den heterogenen Ergebnissen 
genetischer Analysen bereits publizierter Studien einher. 
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6.2.3 Bisherige Studien  
 
Bereits vor etwa 20 Jahren analysierten Britz - Cunningham et al. den Carboxy -
Terminus des Connexin 43 bei Patienten mit angeborenen Herzfehlern sowie 
Heterotaxie (Britz-Cunningham et al., 1995). Britz - Cunningham et al. detektierten 
Missense - Mutationen im Bereich einiger Phosphorylierungsstellen und konnten 
zeigen, dass diese Mutationen tatsächlich die Phosphorylierung des Connexin 43 
durch die Proteinkase A  und C beeinflussten. Im Widerspruch dazu stehen 
allerdings multiple Studien an Patienten mit Heterotaxie, in welchen keine 
genetischen Veränderungen des Connexin 43 Gens gefunden wurden (Gebbia et al., 
1996; Debrus et al., 1997; Penman Splitt et al., 1997; Splitt et al., 1995). 
Es folgten weitere Analysen des Gap junction - Proteins Cx43. So konnten auch 
Dasgupta et al. 2001 zeigen, dass bei acht Patienten mit hypoplastischen 
Linksherzsyndrom (HLHS) und einem Patienten mit atrioventrikulärem Defekt 
(AVSD) sowohl stumme Polymorphismen als auch Missense - Mutationen im 
Carboxy - Terminus des Connexin 43 vorlagen (Dasgupta et al., 2001). Auch hier 
befanden sich diese Mutationen im Bereich der Phosphorylierungsstellen und es 
konnte in vivo ein Einfluss auf die Phosphorylierung gezeigt werden. Auch Flenniken 
et al. demonstrierten, dass eine Punktmutation im Connexin 43 Gen zu einer 
verringerten Zusammenlagerung der Connexine zu Gap junctions führt (Flenniken et 
al., 2005). Es ergab sich das Bild eines angeborenen Herzfehlers mit 
persistierendem Foramen ovale, vermehrter Fibrose, einer schlechteren rechts - wie 
auch linksventrikulären Funktion sowie Problemen bei der Erregungsweiterleitung 
zusätzlich zu extra - kardialen Veränderungen im Sinne einer Okulo - Dento - 
Digitalen Dysplasie (ODDD) (Flenniken et al., 2005). Es wurden bereits über 60 
Mutationen gefunden (Flenniken et al., 2005; Gong et al., 2006; Gong et al., 2007; 
Manias et al., 2008; McLachlan et al., 2008; Musa et al., 2009; Paznekas et al., 2009; 
Churko et al., 2010; Toth et al., 2010; Shao et al., 2012), welche mit der ODDD 
assoziiert zu sein scheinen, jedoch gehören kardiale Fehlbildungen nicht zu den 
klassischen Merkmalen der ODDD. Dennoch wurden in einigen Fällen 
Herzrhythmusstörungen in Form von atrioventrikulärem Block oder 
Rechtsschenkelblock sowie das Vorhandensein eines Ventrikelseptumdefekts oder 
einer Pulmonalstenose beobachtet (Paznekas et al., 2003; Paznekas et al.,2009). 
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Auch Chen et al. untersuchten die DNA von 16 Feten auf Veränderungen im 
codierenden Abschnitt des Cx43 - Gens (Chen et al., 2005). Dabei zeigten sich in 
einem Patienten mit DORV insgesamt acht homozygote Veränderungen, fünf 
Missense-Mutationen und drei stille Polymorphismen. Diese Veränderungen 
befanden sich am Carboxy - Terminus nahe des transmembranären Abschnitts des 
Connexin 43. Eine der Missense-Mutationen (Pro283Leu) schien den Abbau des 
Connexin 43 zu verhindern. Da sowohl Synthese als auch Abbau des Connexins 
eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des Herzens spielen, schlussfolgerten 
die Autoren, dass diese Mutation verantwortlich für die Entstehung des DORV sein 
könnte (Chen et al., 2005).  
Auch im Rahmen der Fallot’schen Tetralogie wurde nach Mutationen im Connexin 43 
gesucht. In einer aktuellen Analyse (Wang et al., 2010) chinesischer Patienten mit 
angeborenen kardialen Anomalien, insbesondere ASD, VSD und TOF aber auch 
DORV, konnten in allen Patienten drei heterozygote Missense - Mutationen im 
Carboxy - Terminus gefunden werden. Jedoch wurden die Ergebnisse kurze Zeit 
später durch eine ebenso umfangreiche Studie durch Huang et al. widerlegt (Huang 
et al., 2011). Auch hier wurden Patienten mit angeborenen Herzfehlern untersucht 
und außer zwei stillen Mutationen in acht von 300 Patienten keine Veränderungen 
gesehen, welche die Aminosäure - Sequenz von Cx43 beeinflussen würden (Huang 
et al., 2011). Um dieses Ergebnis weiter zu verifizieren, entwickelten Huang et al. ein 
Maus - Modell. Es wurden Serin - Reste, welche wichtige Angriffspunkte für die 
Proteinkinase C sowie Casein - Kinase 1 sind, homo - beziehungsweise heterozygot 
verändert, um den Einfluss der Phosphorylierung von Cx43 auf die Gap junctions zu 
testen. Die Mäuse zeigten weder Veränderungen der kardialen Anatomie noch 
Veränderungen in der Expression oder Lokalisation des Cx43. Aus diesem Grund 
schlussfolgerten Huang et al., dass Connexin 43 keinen Einfluss auf die Entstehung 
kongenitaler Vitien habe (Huang et al., 2011). 
 
Somit wird der Einfluss des Connexin 43 auf die Entstehung angeborener Herzfehler 
kontrovers diskutiert. Widersprüchlich zu Huang et al. (Huang et al., 2011) konnten in 
vielen Studien Veränderungen des Connexin 43, insbesondere des Carboxy -
Terminus, nachgewiesen werden, ohne jedoch eine bestimmte Mutation für das 
Auftreten kongenitaler Vitien verantwortlich machen zu können. Allerdings waren die 
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untersuchten Patientengruppen sehr heterogen und oftmals nur eine geringe Anzahl 
an Proben eines bestimmten Herzfehlers verfügbar. 
 
Der Einfluss des Connexin 43 in der Entwicklung angeborener Herzfehler muss 
daher differenziert betrachtet werden. In den letzten Jahren wurden viele transgene 
Mäuse entwickelt, um die Bedeutung und den Einfluss des Connexin 43 zu 
verifizieren (Reaume et al., 1995; Ewart et al., 1997; Huang et al., 1998a; Huang et 
al., 1998b). Dabei zeigte sich, dass sowohl homozygote Cx43 knock - out Mäuse als 
auch Mäuse mit einer Überexpression des Cx43 an einer Obstruktion des 
Ausflusstraktes sowie konotrunkalen Herzfehlern litten (Reaume et al., 1995; Ewart 
et al., 1997; Huang et al., 1998a; Huang et al., 1998b). Diese Ergebnisse machen 
gleichzeitig das Problem der genveränderten Tiere deutlich. Der Einfluss der artifiziell 
veränderten Cx43 - Gendosis konnte hierbei nur begrenzt beurteilt werden, da nie 
sicher war, welche Regulationsvorgänge durch die Veränderung des Connexins noch 
beeinflusst wurden. 
 Huang et al. konnten zeigen, dass Veränderungen der Expression des Connexin 43 
in Mäusen zur Entstehung von Herzfehlern mit pathologischer Entwicklung des 
rechten Ventrikels, einem Ausdünnen des Myokards sowie einer Verengung des 
rechtsventrikulären Ausflusstraktes führten (Huang et al., 1998a; Huang et al., 
1998b). Es macht den Anschein, dass jegliche Veränderung im Cx43 - Gen in einer 
Störung der regelrechten Entwicklung des Herzens resultierte. Jedoch unterschieden 
sich die klinischen Erscheinungsbilder der Mäuse in den verschiedenen Studien. 
Somit konnte bislang keine einzelne Veränderung des Connexin 43 - Gens für eine 
so komplexe Fehlbildung, wie sie bei der TOF beziehungsweise des DORV vom 
Fallot - Typ auftritt, verantwortlich gemacht werden. Vielmehr scheint die Entstehung 
der Anomalie durch mehr als einzelne Punktmutationen bedingt zu sein. Die 
Komplexität des Krankheitsbildes zeigt sich auch darin, dass bei 4,5 % der 
Lebendgeborenen neben dem Herzfehler auch eine Chromosomenaberration 
vorhanden ist (Witkowski et al., 1999). Immerhin haben auch bis zu ein Achtel der 
Patienten mit Fallot -Tetralogie eine Trisomie 13,18 oder 21 (Perry et al., 1993). Und 
bei bis zu 9 % der Patienten mit TOF wurde eine Mikrodeletion auf Chromosom 
22q11.2 detektiert (Maeda et al., 2000; Khositseth et al., 2005). 
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Schlussfolgerung 
 
Die Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass es zu einer altersabhängigen 
Umverteilung von Connexin 43 sowie N - Cadherin kommt. Dies scheint ein 
physiologischer Prozess zu sein, bei dem sich erst N - Cadherin und später auch 
Connexin 43 auf die Glanzstreifen der Kardiomyozyten konzentriert, um eine 
regelrechte Erregungsweiterleitung und den Austausch von Signalmolekülen und 
somit die Zell - Zell - Kommunikation zu ermöglichen. 
 
Weiterhin ließ die Analyse des Connexin 43 - Gens keine homo - beziehungsweise 
heterozygoten DNA - Veränderungen erkennen, welche kausal für die Entstehung 
der Krankheitsbilder Fallot’sche Tetralogie und Double Outlet Right Ventricle vom 
Fallot - Typ sein könnten. 
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Limitationen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Infundibulum von insgesamt 25 Patienten mit 
Fallot - Tetralogie und DORV vom Fallot - Typ histologisch untersucht. Es war nicht 
möglich in jeder Gruppe die gleiche Anzahl an Patienten zu inkludieren, da 
heutzutage so gut wie alle Patienten mit Fallot’scher Tetralogie sowie Double Outlet 
Right Ventricle vom Fallot - Typ mit unter einem Lebensjahr operiert werden und 
somit Myokardproben nicht voroperierter älterer Patienten äußerst selten sind. Auch 
ist die Patientenzahl limitiert. Trotz allem zeigt die histologische Untersuchung mit 
anderen Studien (Peters et al., 1994; Peters, 1996; Kolcz et al., 2002; Kolcz et al., 
2005) vergleichbare Ergebnisse und scheint repräsentativ zu sein.  
Außerdem muss beachtet werden, dass gerade die älteren Patienten, insbesondere 
der Gruppe 3 (ab zwölf Jahre) vermutlich eine milderen Morbus Fallot aufwiesen, da 
sie sonst wahrscheinlich nicht solange ohne eine Operation überlebt hätten. 
 
Eine weitere Limitation ist das Fehlen einer Kontrollgruppe. Es ist ethisch nicht 
vertretbar Myokardbiopsien von gesunden Kindern zu erhalten. Eine andere 
Möglichkeit wäre die Analyse der Myokardbiopsien von Patienten nach erfolgter Herz 
- Transplantation. Aber hier kann keine extra Biopsie erfolgen und somit können nur 
Gewebereste verwendet werden, welche eine schlechte Qualität aufweisen und fast 
ausschließlich aus Bindegewebe bestehen. Auch werden diese Biopsien von 
Erwachsenen aus dem rechten Ventrikel, Septumnah entnommen und sind somit nur 
limitiert vergleichbar mit den Proben der Patienten aus dem rechtsventrikulären 
Ausflusstrakt, welche in der vorliegenden Arbeit verwendetet wurden. 
 
In der histologischen Analyse können durch Überlagerungen Signale verstärkt oder 
vermindert erscheinen und somit zu falschen Eindrücken führen. Um diese 
Fehlerquelle weitgehend auszuschließen wurden 2 µm dünne Gewebsschnitte 
angefertigt. 
 
Die Analyse des Cx43 - Gens erfolgte mittels der High Resolution Melting - PCR und 
anschließender Sequenzierung. Es wurden kurze Amplikonabschnitte gewählt, 
welche zwischen 200 und 300 Basen lang waren und nur die codierende Sequenz 
des Connexin 43 beinhalteten. Somit wurde weder der Promotorbereich des Cx43 -
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Gens noch intronischen Bereiche sequenziert. Mutationen in den Bindungsstellen 
von Transkriptionsfaktoren oder im Intron könnten zu einer veränderten Protein -
Expression oder fehlerhaften Spleißen führen und wurden in dieser Arbeit nicht 
untersucht. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich Connexin 43 untersucht. 
Aussagen zu den Connexinen 40 und 45, welche auch im Herzen vorhanden sind 
können nicht getroffen werden und bedürfen weiterführender Untersuchungen. 
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Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. an der Medizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig 
 
Titel: Untersuchung des Connexin 43 und N - Cadherin bei Patienten mit 
Fallot’scher Tetralogie und Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ 
 
Eingereicht von:  Josephina Haunschild 
 
Angefertigt in/ an: Klinik für Herzchirurgie 
   Herzzentrum Leipzig, Universität Leipzig 
   Klinikdirektor: Prof. Dr. med. Friedrich W. Mohr 
   Strümpellstraße 39, 04289 Leipzig 
 
Betreuer:  Prof. Dr. med. Stefan Dhein 
 
April, 2014 
 
Hintergrund: 
Etwa 0,5 bis 0,8 % der Kinder leiden an einem angeborenen Herzfehler (Sitzmann, 
2006). Es wird zwischen zyanotischen und azyanotischen Vitien unterschieden. Die 
Fallot’sche Tetralogie (TOF) stellt mit 10 % (Pinsky und Arciniegas, 1990) den 
häufigsten zyanotischen angeborenen Herzfehler dar. Auch der Double Outlet Right 
Ventricle (DORV) gehört zu dieser Gruppe und kommt mit einer Häufigkeit von  
1 bis 3 % vor (Obler et al., 2008). 
Die Fallot - Tetralogie, 1888 von Louis Etienne Arthur Fallot erstmals beschrieben, ist 
ein komplexes Bild bestehend aus vier Merkmalen: der Rechtsherzhypertrophie, 
einer Pulmonalstenose, einem Ventrikelseptumdefekt, sowie einer sogenannten über 
den Ventrikelseptumdefekt reitenden Aorta (Fallot, 1888). 
Beim Double Outlet Right Ventricle entspringen sowohl Aorta als auch die Arteria 
pulmonalis aus dem rechten Ventrikel. Besteht zudem eine subaortal gelegene 
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Pulmonalstenose, spricht man von einem Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - 
Typ (Lev et al., 1972). 
Beide Krankheitsbilder sind klinisch gekennzeichnet durch eine zentrale Zyanose mit 
Blaufärbung der Lippen und erniedrigter peripherer Sauerstoffsättigung (Lurie, 1953; 
Guntheroth et al., 1968). Heutzutage werden die Patienten so früh wie möglich 
operiert, was mit einer geringen Mortalität und Morbidität einhergeht (Monaco und 
Wiliams, 2012; Sarris et al., 2012; Parry et al., 2000; Arenz et al., 2013; Raju et al., 
2013).  
Häufig sind kardiale Anomalien mit Chromosomenaberrationen, wie beispielsweise 
Trisomie 13, 18 oder 21, assoziiert (Perry et al., 1993; Tennstedt et al., 1999). Bei  
9 % der Patienten mit Fallot’scher Tetralogie wurde eine Mikrodeletion auf 
Chromosom 22q11.2 detektiert (Maeda et al., 2000; Khositseth et al., 2005). Ebenso 
scheinen Veränderungen bestimmter Transkriptionsfaktoren sowie die korrekte 
Expression von Connexinen bei angeborenen Herzfehlern eine entscheidende Rolle 
zu spielen (Reaume et al., 1995; Ewart et al., 1997; Nemer et al., 2006; De Luca et 
al., 2011; Wang et al., 2012; Wei et al., 2013).  
Hintergrund der Studie waren Untersuchungen anderer Autoren an Cx43 - Knock - 
out Mäusen, die dort Veränderungen des kardialen Phänotyps beschrieben, die sie 
als Fallot - artig interpretierten (Reaume et al., 1995; Ewart et al., 1997; Huang et al., 
1998a; Huang et al., 1998b). Daraus ergab sich die Hypothese, dass Änderungen 
auf Ebene des Connexin 43 (Cx43) ursächlich mit der Fallot’schen Tetralogie 
verbunden sein könnten. Nicht nur die Expression des Cx43 sondern auch deren 
Lokalisation ist wesentlich für die regelrechte Entwicklung des Herzens sowie für die 
interzelluläre Kommunikation (Kolcz et al., 2005). Connexin 43, das Hauptconnexin 
des Ventrikelmyokards im menschlichen Herzen, bildet die Grundlage der Gap 
junction - Kanäle. Gap junctions setzen sich aus zwei Hemi - Kanälen, den 
Connexonen, benachbarter Zellen zusammen und erlauben sowohl den Austausch 
kleiner Moleküle und Ionen als auch die geordnete Weiterleitung des 
Aktionspotentials. Jedes Connexon besteht aus insgesamt sechs Connexinen. Die 
Connexine selbst bestehen alle aus vier Transmembrandomänen, einer intra - und 
zwei extrazellulären Schleifen, einem Amino - und einem Carboxy - Terminus. Die 
Phosphorylierungsstellen vieler Kinasen sind am Carboxy - Terminus lokalisiert. 
Aufgrund der entscheidenden Rolle dieser posttranslationalen Modifikation für die 
Zell - Zell - Kommunikation wurde in einigen Studien bereits nach Mutationen im 
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Connexin 43 - Gen, vor allem dem Carboxy - Terminus, gesucht (Laird et al., 1991; 
Britz-Cunningham et al., 1995; Goodenough et al., 1996; Dasgupta et al., 2001; 
Chen et al., 2005). 
Grundsätzlich ist das Connexin 43 an den distalen Enden der Myofibrillen in den 
Disci intercalares lokalisiert (Hoyt et al., 1989; Severs, 1990) und gewährleistet dort 
eine ordnungsgemäße Weiterleitung der Aktionspotentiale. An den Disci intercalares 
befinden sich auch die Fascia adhaerens, welche für die Zell - Zell - Adhäsion 
verantwortlich sind. Ein wichtiges Protein stellt dabei das N - Cadherin dar. Es bildet 
im menschlichen Herzen die Verbindung zwischen den Gap junctions und dem 
Zytoskelett (Angst et al., 1997; Palatinus et al., 2011). N - Cadherin ist ein 
calciumabhängiges Glykoprotein und ist essentiell für die Embryogenese (Garcia-
Castro et al., 2000; Yagi und Takeichi, 2000; Angst et al., 2001; Luo et al., 2001; 
Derycke und Bracke, 2004). Veränderungen im N - Cadherin sind mit einer Störung 
der frühen Herzentwicklung und regelrechten Myogenese assoziiert (Linask et al., 
1997; Radice et al., 1997). 
Fragestellung: 
Wie stellen sich Connexin 43 und N - Cadherin bei Patienten mit Fallot’scher 
Tetralogie und Double Outlet Right Ventricle histologisch dar und gibt es eine 
Veränderung im Connexin 43 - Gen welche eine veränderte Phosphorylierung zur 
Folge haben könnte? 
Methoden: 
Es wurden 25 Myokardproben des rechtsventrikulären Ausflusstraktes von Patienten 
mit Fallot’scher Tetralogie sowie Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ 
immunhistochemisch untersucht. Die Patienten wurden in Abhängigkeit vom Alter in 
drei Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 waren Patienten unter zwei Jahren, in Gruppe 2 
befanden sich Patienten zwischen zwei und zwölf Jahren und Gruppe 3 beinhaltete 
Patienten, die älter als zwölf Jahre waren. Der Fokus der immunhistochemischen 
Untersuchung lag auf der Lokalisation und Kolokalisation des Connexin 43 und N - 
Cadherin. Die Proben wurden mittels Fluoreszenz - Mikroskopie ausgewertet. Nach 
erfolgter Definition des Zellpols und der lateralen Zellseite wurde die Verteilung des 
Connexin 43 und N - Cadherin sowie deren Kolokalisation vermessen. 
Des Weiteren wurde aus dem Blut von 16 Patienten sowie 20 gesunden, freiwilligen 
Probanden die DNA isoliert und die kodierende Region des Cx43 - Gens mittels High  
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resolution melting - Polymerase - Ketten - Reaktion (HRM - PCR) und 
anschließender Sequenzierung analysiert. 
Ergebnisse: 
In der Immunhistochemie zeigte sich, dass die ausgewerteten Kardiomyozyten 
insgesamt kürzer waren als bisher in der Literatur beschrieben. Außerdem konnte 
eine altersabhängige Verteilung des Connexin 43 und N - Cadherin beobachtet 
werden. Die Kardiomyozyten jüngerer Patienten wiesen am Zellpol etwas mehr 
Connexin 43 auf (40,72 % ± 2,32 vs. 36,63 % ± 1,51 vs. 36,88 % ± 2,10), die 
Unterschiede waren aber nicht signifikant. Weiterhin hatten die Kardiomyozyten 
dieser Patienten signifikant mehr Connexin 43 (10,14 % ± 2,30 vs. 1,47 % ± 0,79 vs. 
0 %; p < 0,05) und N - Cadherin (2,23 % ± 0,79 vs. 0,34 % ± 0,25 vs. 0 %; p < 0,05) 
an ihrer lateralen Zellseite verglichen mit den Patienten zwischen zwei und zwölf und 
älter als zwölf Jahren. Die Kolokalisation an der lateralen Zellseite war insgesamt nur 
sehr gering. Hier waren ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 
zu beobachten. Dabei war in Gruppe 1 signifikant mehr Connexin 43 mit N - 
Cadherin kolokalisiert als in den Gruppen 2 und 3 (5,88 % ± 2,08 vs. 0,89 % ± 0,54 
vs.0 %; p < 0,05). Am Zellpol wiesen alle Gruppen eine fast vollständige 
Kolokalisation von Connexin 43 mit N - Cadherin auf. Die Patienten ab zwei Jahren 
ließen dabei allerdings eine signifikant höhere Kolokalisation von Connexin 43 mit N - 
Cadherin am Zellpol erkennen (80,20 % ± 1,63 vs. 90,12 % ± 1,07 vs. 92,06 % ± 
1,03; p < 0,05). 
Bei der HRM - Analyse zeigten sich einige bekannte Single Nucleotide 
Polymorphismen sowie einige bisher unbekannte Sequenzvariationen. Es ließ sich 
aber keine dieser Veränderungen auf das Krankheitsbild der Fallot’schen Tetralogie 
bzw. des DORV vom Fallot - Typ zurück führen. Da die Veränderungen zum einen 
nicht homozygot waren und zum anderen nicht nur im Patienten - sondern auch im 
Kontroll - Kollektiv auftraten. 
Diskussion: 
Die beobachtete Umverteilung des Connexin 43 und N - Cadherin scheint ein 
altersabhängiger Prozess zu sein. Schon Peters et al. postulierten, dass die typische 
Anordnung des Connexin 43 in den Disci intercalares erst im Alter von sechs Jahren 
vollständig ist (Peters, 1996). Studien an Herzgeweben anderer Säugetiere (Gourdie 
et al., 1992; Angst et al., 1997) zeigten ebenfalls Veränderungen in der Lokalisation 
des Connexin 43 in Abhängigkeit vom Alter der Tiere.  Somit ist die beobachtete 
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Umverteilung nicht eindeutig einer kardialen Pathologie zu zuordnen, sondern 
scheint vielmehr ein physiologischer Prozess zu sein. Im Gegensatz dazu stehen 
jedoch die Beobachtungen von Kolcz et al., die ebenfalls Myokardproben von Fallot - 
Patienten untersuchten (Kolcz et al., 2002; Kolcz et al., 2005) und eine eindeutige 
Lateralisierung des Connexin 43 bei diesen Patienten, unabhängig vom Alter, 
beobachteten. Allerdings muss das Ergebnis dieser Arbeit differenziert betrachtet 
werden, da die Kardiomyozyten kultiviert wurden. Aufgrund der sehr kurzen 
Halbwertszeit des Connexin 43 sowie dessen äußerst komplexer Regulation (Darrow 
et al., 1995; Beardslee et al., 1998) könnte die Umverteilung des Connexins auch auf 
die Kultivierung der Kardiomyozyten zurück zu führen sein und nicht zwingend mit 
der Erkrankung in Zusammenhang stehen. Da auch die Phosphorylierung des 
Connexin 43 eine entscheidende Rolle für die Funktionalität spielt, wurde im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit weiterhin die codierende Region des Cx43 - Gens auf 
Veränderungen untersucht. Zahlreiche Studien konnten Mutationen insbesondere im 
Carboxy - Terminus des Connexins bei verschiedenen angeborenen Herzfehlern 
sowie Heterotaxie nachweisen (Gebbia et al., 1996; Debrus et al., 1997; Penman 
Splitt et al., 1997; Splitt et al., 1997; Dasgupta et al., 2001; Paznekas et al., 2003; 
Chen et al., 2005). Beim untersuchten Patienten - und Kontrollkollektiv wurden 
sowohl bekannte Single Nucleotide Polymorphismen sowie bisher unbekannte 
Sequenzvariationen nachgewiesen. Keine der Veränderungen war ausschließlich bei 
allen Patientenproben und keiner der Kontrollen vorhanden. Außerdem konnten nur 
heterozygote Veränderungen beobachtet werden. Somit ist es unwahrscheinlich, 
dass eine dieser Veränderungen ursächlich für das Auftreten der Fallot’schen 
Tetralogie beziehungsweise des Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ ist. 
Schlussfolgerung: 
Die Untersuchungen dieser Arbeit haben ergeben, dass es zu einer 
altersabhängigen, physiologischen Umverteilung von Connexin 43 sowie N - 
Cadherin, mit Konzentration beider Proteine an den Glanzstreifen der 
Kardiomyozyten, kommt. Diese Veränderungen sind jedoch ohne Bezug zum Morbus 
Fallot bzw. Double Outlet Right Ventricle vom Fallot - Typ. 
Weiterhin traten keine homo - beziehungsweise heterozygoten DNA - 
Veränderungen im Connexin 43 - Gen auf, die kausal für die Entstehung der 
Krankheitsbilder Fallot’sche Tetralogie und Double Outlet Right Ventricle vom Fallot -
Typ sein könnten. 
Literaturverzeichnis 
 102 
8.  Literaturverzeichnis 
 
 
Aberle H., Schwartz H., Kemler R. (1996). Cadherin-catenin complex: protein 
interactions and their implications for cadherin function. Journal of cellular 
biochemistry. Vol. 61(4):514-523. 
 
Abu-Sulaiman R.M., Subaih B. (2004) Congenital heart disease in infants of diabetic 
mothers: echocardiographic study. Pediatric cardiology. Vol. 25(2):137-140. 
 
Alverson C.J., Strickland M.J., Gilboa S.M., Correa A. (2011) Maternal smoking and 
congenital heart defects in the Baltimore-Washington Infant Study. Pediatrics. 
Vol. 127(3):e647-653. 
 
Anderson R.H., Wilkinson J.L., Gerlis L.M., Smith A., Becker A.E. (1977) Atresia of 
the right atrioventricular orifice. British heart journal. Vol. 39(4):414-428. 
 
Anderson R.H., Jacobs M.L. (2008) The anatomy of tetralogy of Fallot with 
pulmonary stenosis. Cardiology in the young. Vol. 18 Suppl 3:12-21. 
 
Angst B.D., Khan L.U., Severs N.J., Whitely K., Rothery S., Thompson R.P., Magee 
A.I., Gourdie R.G. (1997) Dissociated spatial patterning of gap junctions and 
cell adhesion junctions during postnatal differentiation of ventricular 
myocardium. Circulation research. Vol. 80(1):88-94. 
 
Angst B.D., Marcozzi C., Magee A.I. (2001) The cadherin superfamily: diversity in 
form and function. Journal of cell science. Vol. 114(Pt 4):629-641. 
 
Arenz C, Laumeier A, Lütter S, Blaschczok HC, Sinzobahamvya N, Haun C, Asfour 
B, Hraska V. (2013) Is there any need for a shunt in the treatment of tetralogy 
of Fallot with one source of pulmonary blood flow? Eur J Cardiothorac Surg. 
Vol. 44(4):648-54. 
 
Literaturverzeichnis 
 103 
Assey M.E., Wisenbaugh T., Spann J.F., Jr., Gillette P.C., Carabello B.A. (1987) 
Unexpected persistence into adulthood of low wall stress in patients with 
congenital aortic stenosis: is there a fundamental difference in the 
hypertrophic response to a pressure overload present from birth? Circulation. 
Vol. 75(5):973-979. 
 
Aucher A., Rudnicka D., Davis D.M. (2013) MicroRNAs Transfer from Human 
Macrophages to Hepato-Carcinoma Cells and Inhibit Proliferation. Journal of 
Immunology. Vol 191(12): 6250-60 
 
Aziz F., Abed M. (2010)  Coeur en sabot. Cardiovascular journal of Africa. 
Vol. 21(4):229-231. 
 
 
Balasubramaniyan V., Dhar D.K., Warner A.E., Vivien Li W.Y., Amiri A.F., Bright B., 
Mookerjee R.P., Davies N.A., Becker D.L., Jalan R. (2013) Importance of 
Connexin-43 based gap junction in cirrhosis and acute-on-chronic liver failure. 
Journal of hepatology. Vol. 58(6):1194-1200. 
 
Beardslee M.A., Laing J.G., Beyer E.C., Saffitz J.E. (1998) Rapid turnover of 
connexin43 in the adult rat heart. Circulation research. Vol. 83(6):629-635 
 
Becker A.E., Connor M., Anderson R.H. (1975) Tetralogy of Fallot: a morphometric 
and geometric study. The American journal of cardiology. Vol. 35(3):402-412. 
 
Berthoud V.M., Minogue P.J., Laing J.G., Beyer E.C. (2004) Pathways for 
degradation of connexins and gap junctions. Cardiovascular research. Vol. 
62(2):256-267. 
 
Beyer E.C., Paul D.L., Goodenough D.A. (1987) Connexin43: a protein from rat heart 
homologous to a gap junction protein from liver. The Journal of cell biology. 
 Vol. 105(6 Pt 1):2621-2629 
 
Literaturverzeichnis 
 104 
Blalock A., Taussig H.B. (1984) Landmark article May 19, 1945: The surgical 
treatment of malformations of the heart in which there is pulmonary stenosis or 
pulmonary atresia. By Alfred Blalock and Helen B. Taussig. Jama. Vol. 
251(16):2123-2138. 
 
Borrmann C.M., Grund C., Kuhn C., Hofmann I., Pieperhoff S., Franke W.W. (2006) 
The area composita of adhering junctions connecting heart muscle cells of 
vertebrates. II. Colocalizations of desmosomal and fascia adhaerens 
molecules in the intercalated disk. European journal of cell biology.  
Vol. 85(6):469-485. 
 
Britz-Cunningham S.H., Shah M.M., Zuppan C.W., Fletcher W.H. (1995) Mutations of 
the Connexin43 gap-junction gene in patients with heart malformations and 
defects of laterality. The New England journal of medicine. Vol. 332(20):1323-
1329. 
 
Bruzzone R., White T.W., Paul D.L. (1996) Connections with connexins: the 
molecular basis of direct intercellular signaling. European journal of 
biochemistry / FEBS. Vol. 238(1):1-27. 
 
 
Campbell M. (1961): Place of maternal rubella in the aetiology of congenital heart 
disease, British Medical Journal, Vol. 1(5227):691-6. 
 
Chaoui R., Körner H., Tennstedt C., Bollmann R. (1996) Prenatal diagnostizierte 
Herzfehlbildungen und assoziierte Chromosomenaberrationen. Ultraschall 
Med Vol. 17:17 
 
Chen P., Xie L.J., Huang G.Y., Zhao X.Q., Chang C. (2005) Mutations of connexin43 
in fetuses with congenital heart malformations. Chinese medical journal. 
Vol.118(12):971-976. 
 
Literaturverzeichnis 
 105 
Chen L., Goings G.E., Upshaw-Earley J., Page E. (1989) Cardiac gap junctions and 
gap junction-associated vesicles: ultrastructural comparison of in situ negative 
staining with conventional positive staining. Circulation research. 
 Vol. 64(3):501-514. 
 
Churko J.M., Langlois S., Pan X., Shao Q., Laird D.W. (2010) The potency of the 
fs260 connexin43 mutant to impair keratinocyte differentiation is distinct from 
other disease-linked connexin43 mutants. The Biochemical journal.  
Vol. 429(3):473-483. 
 
Colan S.D., Trowitzsch E., Wernovsky G., Sholler G.F., Sanders S.P., Castaneda 
A.R. (1988) Myocardial performance after arterial switch operation for 
transposition of the great arteries with intact ventricular septum. Circulation. 
Vol. 78(1):132-141. 
 
Colan S.D., Parness I.A., Spevak P.J., Sanders S.P. (1992) Developmental 
modulation of myocardial mechanics: age- and growth-related alterations in 
afterload and contractility. Journal of the American College of Cardiology. 
 Vol. 19(3):619-629. 
 
Coutinho P., Qiu C., Frank S., Tamber K., Becker D. (2003) Dynamic changes in 
connexin expression correlate with key events in the wound healing process. 
Cell biology international. Vol. 27(7):525-541 
 
 
Dahl G., Nonner W., Werner R. (1994) Attempts to define functional domains of gap 
junction proteins with synthetic peptides. Biophysical journal. Vol. 67(5):1816-
1822. 
 
Dasgupta C., Martinez A.M., Zuppan C.W., Shah M.M., Bailey L.L., Fletcher W.H. 
(2001) Identification of connexin43 (alpha1) gap junction gene mutations in 
patients with hypoplastic left heart syndrome by denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE). Mutation research. Vol. 479(1-2):173-186 
 
Literaturverzeichnis 
 106 
Darrow B.J., Laing J.G., Lampe P.D., Saffitz J.E., Beyer E.C. (1995) Expression of 
multiple connexins in cultured neonatal rat ventricular myocytes. Circulation 
research. Vol. 76(3):381-387. 
 
Davies P., Dewar J., Tynan M., Ward R. (1975) Post-natal developmental changes in 
the length-tension relationship of cat papillary muscles. The Journal of 
physiology. Vol. 253(1):95-102. 
 
Davies T.C., Barr K.J., Jones D.H., Zhu D., Kidder G.M. (1996) Multiple members of 
the connexin gene family participate in preimplantation development of the 
mouse. Developmental genetics. Vol. 18(3):234-243 
 
Davis L.M., Rodefeld M.E., Green K., Beyer E.C., Saffitz J.E. (1995) Gap junction 
protein phenotypes of the human heart and conduction system 
Journal of Cardiovascular Electrophysiology. Vol. 6(10 Pt 1):813-22. 
 
Debrus S., Tuffery S., Matsuoka R., Galal O., Sarda P., Sauer U., Bozio A., Tanman 
B., Toutain A., Claustres M., Le Paslier D., Bouvagnet P. (1997) Lack of 
evidence for connexin 43 gene mutations in human autosomal recessive 
lateralization defects. Journal of molecular and cellular cardiology. Vol. 
29(5):1423-1431. 
 
De Luca A., Sarkozy A., Ferese R., Consoli F., Lepri F., Dentici M.L., Vergara P., De 
Zorzi A., Versacci P., Digilio M.C., Marino B., Dallapiccola B. (2011) New 
mutations in ZFPM2/FOG2 gene in tetralogy of Fallot and double outlet right 
ventricle. Clinical genetics.Vol. 80(2):184-190. 
 
De Simone G., Devereux R.B., Daniels S.R., Meyer R.A. (1995) Gender differences 
in left ventricular growth. Hypertension. Vol. 26(6 Pt 1):979-983. 
 
Derycke L.D., Bracke M.E. (2004) N-cadherin in the spotlight of cell-cell adhesion, 
differentiation, embryogenesis, invasion and signalling. The International 
journal of developmental biology. Vol. 48(5-6):463-476. 
 
Literaturverzeichnis 
 107 
Dhein S., Rothe S., Busch A., Rojas Gomez D.M., Boldt A., Reutemann A., Seidel T., 
Salameh A., Pfannmuller B., Rastan A., Kostelka M., Mohr F.W. (2011) Effects 
of metoprolol therapy on cardiac gap junction remodelling and conduction in 
human chronic atrial fibrillation. British journal of pharmacology.164(2b):607-
616. 
 
Dodge-Khatami A., Tulevski I.I., Hitchcock J.F., de Mol B.A., Bennink G.B. (2001) 
Neonatal complete correction of tetralogy of Fallot versus shunting and 
deferred repair: is the future of the right ventriculo-arterial junction at stake, 
and what of it? Cardiology in the young. Vol. 11(5):484-490. 
 
Dorn G.W., 2nd, Donner R., Assey M.E., Spann J.F., Jr., Wiles H.B., Carabello B.A. 
(1988) Alterations in left ventricular geometry, wall stress, and ejection 
performance after correction of congenital aortic stenosis. Circulation. Vol. 
78(6):1358-1364. 
 
Dupont E., Matsushita T., Kaba R.A., Vozzi C., Coppen S.R., Khan N., Kaprielian R., 
Yacoub M.H., Severs N.J. (2001) Altered connexin expression in human 
congestive heart failure. Journal of molecular and cellular cardiology.  
Vol. 33(2):359-371. 
 
 
Eiberger J., Degen J., Romualdi A., Deutsch U., Willecke K., Sohl G. (2001) 
Connexin genes in the mouse and human genome. Cell communication & 
adhesion. Vol. 8(4-6):163-165. 
 
Elfgang C., Eckert R., Lichtenberg-Frate H., Butterweck A., Traub O., Klein R.A., 
Hulser D.F., Willecke K. (1995) Specific permeability and selective formation of 
gap junction channels in connexin-transfected HeLa cells. The Journal of cell 
biology. Vol. 129(3):805-817. 
 
Literaturverzeichnis 
 108 
Ewart J.L., Cohen M.F., Meyer R.A., Huang G.Y., Wessels A., Gourdie R.G., Chin 
A.J., Park S.M., Lazatin B.O., Villabon S., Lo C.W. (1997) Heart and neural 
tube defects in transgenic mice overexpressing the Cx43 gap junction gene. 
Development (Cambridge, England). Vol. 124(7):1281-1292. 
 
 
Fallot E.L. (1888) Contribution a l'anatomie pathologique de la maladie blue 79 
(cyanose cardiaque), Marseille Med, (Band 25) 
 
Feldman G.L., Weaver D.D., Lovrien E.W. (1977) The fetal trimethadione syndrome: 
report of an additional family and further delineation of this syndrome. 
American journal of diseases of children (1960). Vol. 131(12):1389-1392. 
 
Ferencz C., Neill C.A., Boughman J.A., Rubin J.D., Brenner J.I., Perry L.W. (1989) 
Congenital cardiovascular malformations associated with chromosome 
abnormalities: an epidemiologic study. The Journal of pediatrics. Vol. 
114(1):79-86. 
Ferencz C., Loffredo C.A., Correa-Villasenor A. (1997) Malformations of the cardiac 
outflow tract in genetic and environmental risk factors of major cardiovascular 
malformations: The Baltimore-Washington Infant Study 1981- 1989, Armonk, 
NY: Futura Publishing Co Inc; 1997: 59-102.  
Flenniken A.M., Osborne L.R., Anderson N., Ciliberti N., Fleming C., Gittens J.E., 
Gong X.Q., Kelsey L.B., Lounsbury C., Moreno L., Nieman B.J., Peterson K., 
Qu D., Roscoe W., Shao Q., Tong D., Veitch G.I., Voronina I., Vukobradovic I., 
Wood G.A., Zhu Y., Zirngibl R.A., Aubin J.E., Bai D., Bruneau B.G., Grynpas 
M., Henderson J.E., Henkelman R.M., McKerlie C., Sled J.G., Stanford W.L., 
Laird D.W., Kidder G.M., Adamson S.L., Rossant J. (2005) A Gja1 missense 
mutation in a mouse model of oculodentodigital dysplasia. Development 
(Cambridge, England). Vol. 132(19):4375-4386. 
 
Foote C.I., Zhou L., Zhu X., Nicholson B.J. (1998) The pattern of disulfide linkages in 
the extracellular loop regions of connexin 32 suggests a model for the docking 
interface of gap junctions. The Journal of cell biology. Vol. 140(5):1187-1197. 
Literaturverzeichnis 
 109 
Franke W.W., Borrmann C.M., Grund C., Pieperhoff S. (2006) The area composita of 
adhering junctions connecting heart muscle cells of vertebrates. I. Molecular 
definition in intercalated disks of cardiomyocytes by immunoelectron 
microscopy of desmosomal proteins. European journal of cell biology. 
 Vol. 85(2):69-82. 
 
Fromaget C., el Aoumari A., Gros D. (1992) Distribution pattern of connexin 43, a gap 
junctional protein, during the differentiation of mouse heart myocytes. 
Differentiation; research in biological diversity. Vol. 51(1):9-20. 
 
 
Garcia-Castro M.I., Vielmetter E., Bronner-Fraser M. (2000) N-Cadherin, a cell 
adhesion molecule involved in establishment of embryonic left-right 
asymmetry. Science (New York, N.Y.) Vol. 288(5468):1047-1051. 
 
Gebbia M., Towbin J.A., Casey B. (1996) Failure to detect connexin43 mutations in 
38 cases of sporadic and familial heterotaxy. Circulation. Vol. 94(8):1909-
1912. 
 
Gong X.Q., Shao Q., Lounsbury C.S., Bai D., Laird D.W. (2006) Functional 
characterization of a GJA1 frameshift mutation causing oculodentodigital 
dysplasia and palmoplantar keratoderma. The Journal of biological chemistry. 
Vol. 281(42):31801-31811. 
 
Gong X.Q., Shao Q., Langlois S., Bai D., Laird D.W. (2007) Differential potency of 
dominant negative connexin43 mutants in oculodentodigital dysplasia. The 
Journal of biological chemistry. Vol. 282(26):19190-19202. 
 
Goodenough D.A., Goliger J.A., Paul D.L. (1996) Connexins, connexons, and 
intercellular communication. Annual review of biochemistry. Vol. 65:475-502. 
 
Goor D.A., Lillehei C.W., Edwards J.E. (1971) Ventricular septal defects and 
pulmonic stenosis with and without dextroposition. Anatomic features and 
embryologic implications. Chest Journal Vol. 60(2):117-128. 
Literaturverzeichnis 
 110 
Gourdie R.G., Green C.R., Severs N.J., Thompson R.P. (1992) Immunolabelling 
patterns of gap junction connexins in the developing and mature rat heart. 
Anatomy and embryology. Vol. 185(4):363-378. 
 
Greenwood R.D., Rosenthal A., Parisi L., Fyler D.C., Nadas A.S. (1975) Extracardiac 
abnormalities in infants with congenital heart disease. Pediatrics.  
Vol. 55(4):485-492. 
 
Gregory M.A., Brouckaert C.J., Whitton I.D. (1983) Characterisation of normal human 
myocardium by means of morphometric analysis. Cardiovascular research. 
Vol. 17(3):177-183. 
 
Gros D.B., Jongsma H.J. (1996) Connexins in mammalian heart function. Bioessays. 
Vol. 18(9):719-730. 
 
Guida V., Ferese R., Rocchetti M., Bonetti M., Sarkozy A., Cecchetti S., Gelmetti V., 
Lepri F., Copetti M., Lamorte G., Cristina Digilio M., Marino B., Zaza A., den 
Hertog J., Dallapiccola B., De Luca A. (2013) A variant in the carboxyl-
terminus of connexin 40 alters GAP junctions and increases risk for tetralogy 
of Fallot. European Journal of Human Genetics. Vol. 21(1):69-75 
 
Guntheroth W.G., Mortan B.C., Mullins G.L., Baum D. (1968) Venous return with 
knee-chest position and squatting in tetralogy of Fallot. American heart journal. 
Vol. 75(3):313-318. 
 
Gustafson R.A., Murray G.F., Warden H.E., Hill R.C., Rozar G.E., Jr. (1988) Early 
primary repair of tetralogy of Fallot. The Annals of thoracic surgery. 
 Vol. 45(3):235-241. 
 
Gutberlet M., Abdul-Khaliq H., Stobbe H., Frohlich M., Spors B., Knollmann F., Lange 
P., Hetzer R., Felix R. (2001) [The use of cross-sectional imaging modalities in 
the diagnosis of heart valve diseases]. Zeitschrift fur Kardiologie. Vol. 90 Suppl 
6:2-12. 
Literaturverzeichnis 
 111 
Gutberlet M., Abdul-Khaliq H., Grothoff M., Schroter J., Schmitt B., Rottgen R., Lange 
P., Vogel M., Felix R. (2003) [Evaluation of left ventricular volumes in patients 
with congenital heart disease and abnormal left ventricular geometry. 
Comparison of MRI and transthoracic 3-dimensional echocardiography]. Rofo. 
Vol. 175(7):942-951. 
 
 
Hertig C.M., Butz S., Koch S., Eppenberger-Eberhardt M., Kemler R., Eppenberger 
H.M. (1996) N-cadherin in adult rat cardiomyocytes in culture. II. Spatio-
temporal appearance of proteins involved in cell-cell contact and 
communication. Formation of two distinct N-cadherin/catenin complexes. 
Journal of cell science. Vol. 109 ( Pt 1):11-20. 
 
Hoshino T., Fujiwara H., Kawai C., Hamashima Y. (1983) Myocardial fiber diameter 
and regional distribution in the ventricular wall of normal adult hearts, 
hypertensive hearts and hearts with hypertrophic cardiomyopathy. Circulation. 
Vol. 67(5):1109-1116. 
 
Hoyt R.H., Cohen M.L., Saffitz J.E. (1989) Distribution and three-dimensional 
structure of intercellular junctions in canine myocardium. Circulation research. 
Vol. 64(3):563-574. 
 
Higgins C.B., Mulder D.G. (1972) Tetralogy of Fallot in the adult. The American 
journal of cardiology. Vol. 29(6):837-846. 
 
Higgins C.B., Holt W., Pflugfelder P., Sechtem U. (1988) Functional evaluation of the 
heart with magnetic resonance imaging. Magnetic Resonance in Medicine. 
Vol. 6(2):121-139. 
 
Huang G.Y., Cooper E.S., Waldo K., Kirby M.L., Gilula N.B., Lo C.W. (1998a) Gap 
junction-mediated cell-cell communication modulates mouse neural crest 
migration. The Journal of cell biology. Vol. 143(6):1725-1734. 
 
Literaturverzeichnis 
 112 
Huang G.Y., Wessels A., Smith B.R., Linask K.K., Ewart J.L., Lo C.W. (1998b) 
Alteration in connexin 43 gap junction gene dosage impairs conotruncal heart 
development. Developmental biology. Vol. 198(1):32-44. 
 
Huang G.Y., Xie L.J., Linask K.L., Zhang C., Zhao X.Q., Yang Y., Zhou G.M., Wu 
Y.J., Marquez-Rosado L., McElhinney D.B., Goldmuntz E., Liu C., Lampe 
P.D., Chatterjee B., Lo C.W. (2011) Evaluating the role of connexin43 in 
congenital heart disease: Screening for mutations in patients with outflow tract 
anomalies and the analysis of knock-in mouse models. Journal of 
cardiovascular disease research. Vol. 2(4):206-212. 
 
 
Imanaga I. (1987) Cell-to-cell coupling studied by diffusional methods in myocardial 
cells. Experientia. Vol. 43(10):1080-1083 
 
Ishikawa S., Fattal G.A., Popiewicz J., Wyatt J.P. (1972) Functional morphometry of 
myocardial fibers in cor pulmonale. The American review of respiratory 
disease. Vol. 105(3):358-367. 
 
Isoyama S., Wei J.Y., Izumo S., Fort P., Schoen F.J., Grossman W. (1987) Effect of 
age on the development of cardiac hypertrophy produced by aortic constriction 
in the rat. Circulation research. Vol. 61(3):337-345. 
 
 
Jongen W.M., Fitzgerald D.J., Asamoto M., Piccoli C., Slaga T.J., Gros D., Takeichi 
M., Yamasaki H. (1991) Regulation of connexin 43-mediated gap junctional 
intercellular communication by Ca2+ in mouse epidermal cells is controlled by 
E-cadherin. The Journal of cell biology. Vol. 114(3):545-555. 
 
 
Kato R., Ishihara Y., Kawanabe N., Sumiyoshi K., Yoshikawa Y., Nakamura M., Imai 
Y., Yanagita T., Fukushima H., Kamioka H., Takano-Yamamoto T., Yamashiro 
T. (2013) Gap-junction-mediated communication in human periodontal 
ligament cells. Journal of dental research. Vol. 92(7):635-640. 
Literaturverzeichnis 
 113 
Khositseth A., Tocharoentanaphol C., Khowsathit P., Ruangdaraganon N. (2005) 
Chromosome 22q11 deletions in patients with conotruncal heart defects. 
Pediatric cardiology. Vol. 26(5):570-573. 
 
Kirklin J.W., Harp R.A., McGoon D.C. (1964) Surgical Treatment of Origin of Both 
Vessels from Right Ventricle, Including Cases of Pulmonary Stenosis. The 
Journal of thoracic and cardiovascular surgery. Vol. 48:1026-1036. 
 
Kirklin J.K., Blackstone E.H., Kirklin J.W., Pacifico A.D., Bargeron L.M., Jr. (1986) 
The Fontan operation. Ventricular hypertrophy, age, and date of operation as 
risk factors. The Journal of thoracic and cardiovascular surgery. Vol. 
92(6):1049-1064. 
 
Kirklin J.K., Kirklin J.W., Pacifico A.D. (1990) Transannular outflow tract patching for 
tetralogy: indications and results. Seminars in thoracic and cardiovascular 
surgery. Vol. 2(1):61-69. 
 
Knudsen K.A., Frankowski C., Johnson K.R., Wheelock M.J. (1998) A role for 
cadherins in cellular signaling and differentiation. Journal Celularl Biochemistry 
Suppl. Vol. 30-31:168-176 
 
Kolcz J., Rajwa B., Drukata J., Dobrucki J., Korohoda W., Malec E. (2002) Three – 
drimensional visualization of connexin 43 on the human cardiomyocytes. 
Applied Immunohistochemistry & Molecular Morphology Vol. 10(3): 247-52 
 
Kolcz J., Drukala J., Bzowska M., Rajwa B., Korohoda W., Malec E. (2005) The 
expression of connexin 43 in children with Tetralogy of Fallot. Cellular & 
molecular biology letters. Vol. 10(2):287-303 
 
Kostetskii I., Li J., Xiong Y., Zhou R., Ferrari V.A., Patel V.V., Molkentin J.D., Radice 
G.L. (2005) Induced deletion of the N-cadherin gene in the heart leads to 
dissolution of the intercalated disc structure. Circulation research. 
 Vol. 96(3):346-354 
 
Literaturverzeichnis 
 114 
Kostin S., Hein S., Bauer E.P., Schaper J. (1999) Spatiotemporal development and 
distribution of intercellular junctions in adult rat cardiomyocytes in culture. 
Circulation research. Vol. 85(2):154-167 
 
Kostin S., Klein G., Szalay Z., Hein S., Bauer E.P., Schaper J. (2002) Structural 
correlate of atrial fibrillation in human patients. Cardiovascular research. 
 Vol. 54(2):361-379 
 
Kostin S., Dammer S., Hein S., Klovekorn W.P., Bauer E.P., Schaper J. (2004) 
Connexin 43 expression and distribution in compensated and decompensated 
cardiac hypertrophy in patients with aortic stenosis. Cardiovascular research. 
Vol. 62(2):426-436 
 
Kumar N.M., Gilula N.B. (1996) The gap junction communication channel. Cell.  
Vol. 84(3):381-388 
 
 
Laird D.W., Puranam K.L., Revel J.P. (1991) Turnover and phosphorylation 
dynamics of connexin43 gap junction protein in cultured cardiac myocytes. 
The Biochemical journal. Vol. 273(Pt 1):67-72 
 
Lammer E.J., Chen D.T., Hoar R.M., Agnish N.D., Benke P.J., Braun J.T., Curry C.J., 
Fernhoff P.M., Grix A.W., Jr., Lott I.T. (1985) Retinoic acid embryopathy. The 
New England journal of medicine. Vol. 313(14):837-841 
 
Lampe P.D., Lau A.F. (2004) The effects of connexin phosphorylation on gap 
junctional communication. The international journal of biochemistry & cell 
biology. Vol. 36(7):1171-1186 
 
Larsen W.J., Tung H.N., Murray S.A., Swenson C.A. (1979) Evidence for the 
participation of actin microfilaments and bristle coats in the internalization of 
gap junction membrane. The Journal of cell biology. Vol. 83(3):576-587 
 
Literaturverzeichnis 
 115 
Legato M.J. (1979) Cellular mechanisms of normal growth in the mammalian heart. I. 
Qualitative and quantitative features of ventricular architecture in the dog from 
birth to five months of age. Circulation research. Vol. 44(2):250-262. 
 
Lev M., Bharati S., Meng C.C., Liberthson R.R., Paul M.H., Idriss F. (1972) A concept 
of double-outlet right ventricle. The Journal of thoracic and cardiovascular 
surgery. Vol. 64(2):271-281. 
 
Li J., Patel V.V., Kostetskii I., Xiong Y., Chu A.F., Jacobson J.T., Yu C., Morley G.E., 
Molkentin J.D., Radice G.L. (2005) Cardiac-specific loss of N-cadherin leads to 
alteration in connexins with conduction slowing and arrhythmogenesis. 
Circulation research. Vol. 97(5):474-481. 
 
Li D.Q., Feng Y.B., Zhang H.Q. (2004) [The relationship between gap junctional 
remodeling and atrial fibrillation in patients with rheumatic heart disease]. 
Zhonghua yi xue za zhi. Vol. 84(5):384-386. 
 
Lillehei C.W., Cohen M., Warden H.E., Read R.C., Aust J.B., Dewall R.A., Varco R.L. 
(1955) Direct vision intracardiac surgical correction of the tetralogy of Fallot, 
pentalogy of Fallot, and pulmonary atresia defects; report of first ten cases. 
Annals of surgery. Vol. 142(3):418-442. 
 
Linask K.K., Knudsen K.A., Gui Y.H. (1997) N-cadherin-catenin interaction: 
necessary component of cardiac cell compartmentalization during early 
vertebrate heart development. Developmental biology. Vol. 185(2):148-164. 
 
Linzbach A.J. (1947) Mikrometrische und histologische Analyse hypertropher 
menschlicher Herzen. Virchows Archiv für pathologische Anatomie und 
Physiologie und für klinsiche Medizin. Vol. 314(5-6):534-594. 
 
Linzbach A.J. (1960) Heart failure from the point of view of quantitative anatomy. The 
American journal of cardiology. Vol. 5:370-382. 
 
Literaturverzeichnis 
 116 
Linzbach A.J. (1976) Hypertrophy, hyperplasia and structural dilatation of the human 
heart. Advances in cardiology. Vol. 18(0):1-14. 
 
Luo Y., Ferreira-Cornwell M., Baldwin H., Kostetskii I., Lenox J., Lieberman M., 
Radice G. (2001) Rescuing the N-cadherin knockout by cardiac-specific 
expression of N- or E-cadherin. Development (Cambridge, England). Vol. 
128(4):459-469. 
 
Lurie P.R. (1953) Postural effects in tetralogy of Fallot. The American journal of 
medicine. Vol. 15(3):297-306 
 
 
Maeda J., Yamagishi H., Matsuoka R., Ishihara J., Tokumura M., Fukushima H., 
Ueda H., Takahashi E., Yoshiba S., Kojima Y. (2000) Frequent association of 
22q11.2 deletion with tetralogy of Fallot. American journal of medical genetics. 
Vol. 92(4):269-272 
 
Mahtab E.A., Gittenberger-de Groot A.C., Vicente-Steijn R., Lie-Venema H., 
Rijlaarsdam M.E., Hazekamp M.G., Bartelings M.M. (2012) Disturbed 
myocardial connexin 43 and N-cadherin expressions in hypoplastic left heart 
syndrome and borderline left ventricle. The Journal of thoracic and 
cardiovascular surgery.Vol. 144(6):1315-1322. 
 
Manias J.L., Plante I., Gong X.Q., Shao Q., Churko J., Bai D., Laird D.W. (2008) Fate 
of connexin43 in cardiac tissue harbouring a disease-linked connexin43 
mutant. Cardiovascular research. Vol. 80(3):385-395. 
 
Marrs J.A., Nelson W.J. (1996) Cadherin cell adhesion molecules in differentiation 
and embryogenesis. International Review of Cytology. Vol. 165:159-205. 
 
Masamune A., Suzuki N., Kikuta K., Ariga H., Hayashi S., Takikawa T., Kume K., 
Hamada S., Hirota M., Kanno A., Egawa S., Unno M., Shimosegawa T. (2013) 
Connexins regulate cell functions in pancreatic stellate cells. Pancreas. Vol. 
42(2):308-316. 
Literaturverzeichnis 
 117 
Matalon K.M., Acosta P.B., Azen C. (2003) Role of nutrition in pregnancy with 
phenylketonuria and birth defects. Pediatrics. Vol. 112(6 Pt 2):1534-1536. 
 
Matsuzaki F., Mege R.M., Jaffe S.H., Friedlander D.R., Gallin W.J., Goldberg J.I., 
Cunningham B.A., Edelman G.M. (1990) cDNAs of cell adhesion molecules of 
different specificity induce changes in cell shape and border formation in 
cultured S180 cells. The Journal of cell biology. Vol.110(4):1239-1252. 
 
May D., Tress O., Seifert G., Willecke K. (2013) Connexin47 protein phosphorylation 
and stability in oligodendrocytes depend on expression of Connexin43 protein 
in astrocytes. J Neurosci. Vol: 33(18):7985-7996 
 
McLachlan E., Plante I., Shao Q., Tong D., Kidder G.M., Bernier S.M., Laird D.W. 
(2008) ODDD-linked Cx43 mutants reduce endogenous Cx43 expression and 
function in osteoblasts and inhibit late stage differentiation. J Bone Miner Res. 
Vol. 23(6):928-938. 
 
Miyamura H., Eguchi S., Asano K. (1993) Long-term results of the intracardiac repair 
of tetralogy of Fallot: a follow-up study conducted over more than 20 years on 
100 consecutive operative survivors. Surgery today. Vol. 23(12):1049-1052. 
 
Monaco M., Williams I. (2012) Tetralogy of Fallot: fetal diagnosis to surgical 
correction. Minerva pediatrica. Vol. 64(5):461-470. 
 
Mulder T.J., Pyles L.A., Stolfi A., Pickoff A.S., Moller J.H. (2002) A multicenter 
analysis of the choice of initial surgical procedure in tetralogy of Fallot. 
Pediatric cardiology. Vol. 23(6):580-586. 
 
Murphy J.G., Gersh B.J., Mair D.D., Fuster V., McGoon M.D., Ilstrup D.M., McGoon 
D.C., Kirklin J.W., Danielson G.K. (1993) Long-term outcome in patients 
undergoing surgical repair of tetralogy of Fallot. The New England journal of 
medicine. Vol. 329(9):593-599 
 
Literaturverzeichnis 
 118 
Musa F.U., Ratajczak P., Sahu J., Pentlicky S., Fryer A., Richard G., Willoughby C.E. 
(2009) Ocular manifestations in oculodentodigital dysplasia resulting from a 
heterozygous missense mutation (L113P) in GJA1 (connexin 43). Eye 
(London, England). Vol. 23(3):549-555. 
 
Musil L.S., Cunningham B.A., Edelman G.M., Goodenough D.A. (1990) Differential 
phosphorylation of the gap junction protein connexin43 in junctional 
communication-competent and -deficient cell lines. The Journal of cell biology. 
Vol. 111(5 Pt 1):2077-2088. 
 
Musil L.S., Goodenough D.A. (1991) Biochemical analysis of connexin43 intracellular 
transport, phosphorylation, and assembly into gap junctional plaques. The 
Journal of cell biology. Vol.115(5):1357-1374. 
 
 
Nakanishi T., Jarmakani J.M. (1984) Developmental changes in myocardial 
mechanical function and subcellular organelles. The American journal of 
physiology. Vol. 246(4 Pt 2):H615-625. 
 
Natale L., Meduri A., Caltavuturo C., Palladino F., Marano P. (2001) MRI assessment 
of ventricular function. Rays. Vol. 26(1):35-44. 
 
Nemer G., Fadlalah F., Usta J., Nemer M., Dbaibo G., Obeid M., Bitar F. (2006) A 
novel mutation in the GATA4 gene in patients with Tetralogy of Fallot. Human 
mutation. Vol. 27(3):293-294. 
 
Nishikawa T., Sekiguchi M., Takao A., Ando M., Hiroe M., Morimoto S., Kasajima T. 
(1990) Histopathological assessment of endomyocardial biopsy in children: I. 
Semiquantitative study on the hypertrophy of cardiac myocytes. The American 
journal of cardiovascular pathology. Vol. 3(1):5-11. 
 
Literaturverzeichnis 
 119 
Nollert G., Fischlein T., Bouterwek S., Bohmer C., Klinner W., Reichart B. (1997) 
Long-term survival in patients with repair of tetralogy of Fallot: 36-year follow-
up of 490 survivors of the first year after surgical repair. Journal of the 
American College of Cardiology. Vol. 30(5):1374-1383. 
 
Noorman M., Hakim S., Kessler E., Groeneweg J.A., Cox M.G., Asimaki A., van Rijen 
H.V., van Stuijvenberg L., Chkourko H., van der Heyden M.A., Vos M.A., de 
Jonge N., van der Smagt J.J., Dooijes D., Vink A., de Weger R.A., Varro A., de 
Bakker J.M., Saffitz J.E., Hund T.J., Mohler P.J., Delmar M., Hauer R.N., van 
Veen T.A. (2013) Remodeling of the cardiac sodium channel, connexin43, and 
plakoglobin at the intercalated disk in patients with arrhythmogenic 
cardiomyopathy. Heart Rhythm. Vol. 10(3):412-419. 
 
Norgaard M.A., Lauridsen P., Helvind M., Pettersson G. (1999) Twenty-to-thirty-
seven-year follow-up after repair for Tetralogy of Fallot. Eur J Cardiothorac 
Surg. Vol. 16(2):125-130. 
 
Norozi K., Buchhorn R., Bartmus D., Hagen A., Kaiser C., Ruschewski W., Bursch J., 
Wessel A. (2004) [The technique of outflow tract reconstruction in patients with 
tetralogy of Fallot influence the morbidity 3 decades after repair]. Zeitschrift fur 
Kardiologie. Vol. ;93(2):116-123. 
 
Norwood W.I., Dobell A.R., Freed M.D., Kirklin J.W., Blackstone E.H. (1988) 
Intermediate results of the arterial switch repair. A 20-institution study. The 
Journal of thoracic and cardiovascular surgery. Vol. 96(6):854-863. 
 
 
Obler D., Juraszek A.L., Smoot L.B., Natowicz M.R. (2008) Double outlet right 
ventricle: aetiologies and associations. Journal of medical genetics.  
Vol. 45(8):481-497. 
 
Literaturverzeichnis 
 120 
Ong J., Brizard C.P., d'Udekem Y., Weintraub R., Robertson T., Cheung M., 
Konstantinov I.E. (2012) Repair of atrioventricular septal defect associated 
with tetralogy of Fallot or double-outlet right ventricle: 30 years of experience. 
The Annals of thoracic surgery. Vol. 94(1):172-178. 
 
Ong L.L., Kim N., Mima T., Cohen-Gould L., Mikawa T. (1998) Trabecular myocytes 
of the embryonic heart require N-cadherin for migratory unit identity. 
Developmental biology. Vol. 193(1):1-9. 
 
 
Palatinus J.A., O'Quinn M.P., Barker R.J., Harris B.S., Jourdan J., Gourdie R.G. 
(2011) ZO-1 determines adherens and gap junction localization at intercalated 
disks. American journal of physiology. Vol. 300(2):H583-594. 
 
Park I.S., Michael L.H., Driscoll D.J. (1982) Comparative response of the developing 
canine myocardium to inotropic agents. The American journal of physiology. 
Vol. 242(1):H13-18. 
 
Parry A.J., McElhinney D.B., Kung G.C., Reddy V.M., Brook M.M., Hanley F.L. 
(2000) Elective primary repair of acyanotic tetralogy of Fallot in early infancy: 
overall outcome and impact on the pulmonary valve. Journal of the American 
College of Cardiology. Vol. 36(7):2279-2283. 
 
Patterson D.F., Pyle R.L., Van Mierop L., Melbin J., Olson M. (1974) Hereditary 
defects of the conotruncal septum in Keeshond dogs: pathologic and genetic 
studies. The American journal of cardiology. Vol. 34(2):187-205. 
 
Paznekas W.A., Boyadjiev S.A., Shapiro R.E., Daniels O., Wollnik B., Keegan C.E., 
Innis J.W., Dinulos M.B., Christian C., Hannibal M.C., Jabs E.W. (2003) 
Connexin 43 (GJA1) mutations cause the pleiotropic phenotype of 
oculodentodigital dysplasia. American journal of human genetics.  
Vol. 72(2):408-418. 
 
Literaturverzeichnis 
 121 
Paznekas W.A., Karczeski B., Vermeer S., Lowry R.B., Delatycki M., Laurence F., 
Koivisto P.A., Van Maldergem L., Boyadjiev S.A., Bodurtha J.N., Jabs E.W. 
(2009) GJA1 mutations, variants, and connexin 43 dysfunction as it relates to 
the oculodentodigital dysplasia phenotype. Human mutation. Vol. 30(5):724-
733. 
 
Penman Splitt M., Tsai M.Y., Burn J., Goodship J.A. (1997) Absence of mutations in 
the regulatory domain of the gap junction protein connexin 43 in patients with 
visceroatrial heterotaxy. Heart (British Cardiac Society). Vol. 77(4):369-370. 
 
Perry L.W., Neill C.A., Ferencz C. (1993) EUROCAT Working Party on. Congenital 
Heart Disease Perspective in Pediatric Cardiology Epidemiology of congenital 
heart disease, the Baltimore-Washington Infant Study 1981–89. Armonk, NY: 
Futura;pp. 33–62 
 
Peters N.S., Severs N.J., Rothery S.M., Lincoln C., Yacoub M.H., Green C.R. (1994) 
Spatiotemporal relation between gap junctions and fascia adherens junctions 
during postnatal development of human ventricular myocardium. Circulation. 
Vol. 90(2):713-725. 
 
Peters N.S. (1996) New insights into myocardial arrhythmogenesis: distribution of 
gap-junctional coupling in normal, ischaemic and hypertrophied human hearts. 
Clin Sci (Lond). Vol. 90(6):447-452. 
 
Pieperhoff S., Franke W.W. (2007) The area composita of adhering junctions 
connecting heart muscle cells of vertebrates - IV: coalescence and 
amalgamation of desmosomal and adhaerens junction components - late 
processes in mammalian heart development. European journal of cell biology. 
Vol. 86(7):377-391. 
 
Pigula F.A., Khalil P.N., Mayer J.E., del Nido P.J., Jonas R.A. (1999) Repair of 
tetralogy of Fallot in neonates and young infants. Circulation. Vol. 100(19 
Suppl):II157-161. 
 
Literaturverzeichnis 
 122 
Pinsky W.W., Arciniegas E. (1990) Tetralogy of Fallot. Pediatric clinics of North 
America. Vol. 37(1):179-192. 
 
Pocrnich C.E., Shao Q., Liu H., Feng M.M., Harasym S., Savage M., Khimdas S., 
Laird D.W., Hutnik C.M. (2012) The effect of connexin43 on the level of 
vascular endothelial growth factor in human retinal pigment epithelial cells. 
Graefe's archive for clinical and experimental ophthalmology Vol. 250(4):515-
522 
 
Polontchouk L., Haefliger J.A., Ebelt B., Schaefer T., Stuhlmann D., Mehlhorn U., 
Kuhn-Regnier F., De Vivie E.R., Dhein S. (2001) Effects of chronic atrial 
fibrillation on gap junction distribution in human and rat atria. Journal of the 
American College of Cardiology. Vol. 38(3):883-891. 
 
Prasad S.K., Kotwinski P., Assomul R. (2004) The role of cardiovascular magnetic 
resonance in the evaluation of patients with heart failure. Expert review of 
cardiovascular therapy. Vol. 2(1):53-59. 
 
 
Radice G.L., Rayburn H., Matsunami H., Knudsen K.A., Takeichi M., Hynes R.O. 
(1997) Developmental defects in mouse embryos lacking N-cadherin. 
Developmental biology. Vol. 181(1):64-78. 
 
Rajappan K., Bellenger N.G., Anderson L., Pennell D.J. (2000) The role of 
cardiovascular magnetic resonance in heart failure. European journal of heart 
failure. Vol. 2(3):241-252. 
 
Raju V., Burkhart H.M., Rigelman Hedberg N., Eidem B.W., Li Z., Connolly H., Schaff 
H.V., Dearani J.A. (2013) Surgical strategy for atrioventricular septal defect 
and tetralogy of Fallot or double-outlet right ventricle. The Annals of thoracic 
surgery. Vol. 95(6):2079-2084; discussion 2084-2075. 
 
Literaturverzeichnis 
 123 
Reaume A.G., de Sousa P.A., Kulkarni S., Langille B.L., Zhu D., Davies T.C., Juneja 
S.C., Kidder G.M., Rossant J. (1995) Cardiac malformation in neonatal mice 
lacking connexin43. Science (New York, N.Y.) Vol. 267(5205):1831-1834. 
 
Rechsteiner M., Rogers S.W. (1996) PEST sequences and regulation by proteolysis. 
Trends in biochemical sciences. Vol. 21(7):267-271. 
 
Reed G.H., Kent J.O., Wittwer C.T. (2007) High-resolution DNA melting analysis for 
simple and efficient molecular diagnostics. Pharmacogenomics. Vol. 8(6): 597-
608 
 
Revel J.P., Karnovsky M.J. (1967) Hexagonal array of subunits in intercellular 
junctions of the mouse heart and liver. The Journal of cell biology.   
Vol. 33(3):C7-C12. 
 
 
Salameh A., Krautblatter S., Karl S., Blanke K., Gomez D.R., Dhein S., Pfeiffer D., 
Janousek J. (2009) The signal transduction cascade regulating the expression 
of the gap junction protein connexin43 by beta-adrenoceptors. British journal 
of pharmacology. Vol. 158(1):198-208 
 
Salameh A., Wustmann A., Karl S., Blanke K., Apel D., Rojas-Gomez D., Franke H., 
Mohr F.W., Janousek J., Dhein S. (2010) Cyclic mechanical stretch induces 
cardiomyocyte orientation and polarization of the gap junction protein 
connexin43. Circulation research. Vol. 106(10):1592-1602. 
 
Salameh A., Apel D., Gonzalez Casanova J., von Salisch S., Mohr F.W., Daehnert I., 
Dhein S. (2012) On the different roles of AT1 and AT2 receptors in stretch-
induced changes of connexin43 expression and localisation. Pflugers Arch. 
Vol. 464(5):535-547. 
 
Salameh A., Blanke K., Daehnert I. (2013) Role of connexins in human congenital 
heart disease: the chicken and egg problem. Frontiers in pharmacology.  
Vol. 4:70 
Literaturverzeichnis 
 124 
Salameh A., Haunschild J., Bräuchle P., Peim O., Seidel T., Reitmann M., Kostelka 
M., Bakhtiary F., Dhein S., Dähnert I. (2014) On the role of the gap junction 
protein Cx43 in human cardiac malformations with Fallot-pathology. A study 
on paediatric cardiac specimen. Plos One - Accepted 
 
Sarris G.E., Comas J.V., Tobota Z., Maruszewski B. (2012) Results of reparative 
surgery for tetralogy of Fallot: data from the European Association for Cardio-
Thoracic Surgery Congenital Database. Eur J Cardiothorac Surg. Vol. 
42(5):766-774. 
 
Scemes E., Spray D.C., Meda P. (2009) Connexins, pannexins, innexins: novel roles 
of “hemi-channels”. Pflügers Archiv: European Journal of Physiology. 
Vol.457(6):1207-26. 
 
Schmidt C., Asfour B., (2009) Leitfaden Kinderherzchirurgie, Steinkopff; 2. Auflage 
 
Schumacher G., Hess J., Bühlmeyer K. (2001) Klinische Kinderkardiologie, Springer-
Verlag, 3. Auflage  
 
Sekiguchi M., Nishino H., Nishikawa T., Morimoto S., Hiroe M. (1986) Age-associated 
myocardial changes in various heart diseases. A clinicopathologic analysis in 
biopsied and autopsied myocardium. Japanese circulation journal. Vol. 
50(10):1023-1032. 
 
Sepp R., Severs N.J., Gourdie R.G. (1996) Altered patterns of cardiac intercellular 
junction distribution in hypertrophic cardiomyopathy. Heart (British Cardiac 
Society). Vol. 76(5):412-417. 
 
Severs N.J. (1990) The cardiac gap junction and intercalated disc. International 
journal of cardiology. Vol. 26(2):137-173. 
 
 
Literaturverzeichnis 
 125 
Shao Q., Liu Q., Lorentz R., Gong X.Q., Bai D., Shaw G.S., Laird D.W. (2012) 
Structure and functional studies of N-terminal Cx43 mutants linked to 
oculodentodigital dysplasia. Molecular biology of the cell. Vol. 23(17):3312-
3321. 
 
Sharkey A.M., Sharma A. (2012) Tetralogy of Fallot: anatomic variants and their 
impact on surgical management. Seminars in cardiothoracic and vascular 
anesthesia. Vol. 16(2):88-96. 
 
Shinebourne E.A., Anderson R.H., Bowyer J.J. (1975) Variations in clinical 
presentation of Fallot's tetralogy in infancy. Angiographic and pathogenetic 
implications. British heart journal. Vol. 37(9):946-955. 
 
Shozawa T., Okada E., Kawamura K., Sageshima M., Masuda H. (1990) 
Development of binucleated myocytes in normal and hypertrophied human 
hearts. The American journal of cardiovascular pathology. Vol. 3(1):27-36. 
 
Simpson I., Rose B., Loewenstein W.R. (1977) Size limit of molecules permeating the 
junctional membrane channels. Science (New York, N.Y.) Vol. 195(4275):294-
296 
 
Sitzmann F.C. (2006). Duale Reihe Pädiatrie, Thieme Verlag, 3. Auflage 
 
Söhl G., Willecke K. (2004) Gap junctions and the connexion protein family. 
Cardiovascular Research. Vol. 62(2): 228-32 
 
Solan J.L., Hingorani S.R., Lampe P.D. (2012) Changes in connexin43 expression 
and localization during pancreatic cancer progression. The Journal of 
membrane biology. Vol. 245(5-6):255-262. 
 
Sousa Uva M., Chardigny C., Galetti L., Lacour Gayet F., Roussin R., Serraf A., 
Bruniaux J., Touchot A., Planche C. (1995) Surgery for tetralogy of Fallot at 
less than six months of age. Is palliation "old-fashioned"? Eur J Cardiothorac 
Surg. Vol. 9(8):453-459; discussion 459-460. 
Literaturverzeichnis 
 126 
Splitt M.P., Burn J., Goodship J. (1995) Connexin43 mutations in sporadic and 
familial defects of laterality. The New England journal of medicine.  
Vol. 333(14):941; author reply 941-942. 
 
Spray D.C., Moreno A.P., Kessler J.A., Dermietzel R. (1991) Characterization of gap 
junctions between cultured leptomeningeal cells. Brain research. Vol. 568(1-
2):1-14. 
 
Steinberg M.S., McNutt P.M. (1999) Cadherins and their connections: adhesion 
junctions have broader functions. Current opinion in cell biology.  
Vol. 11(5):554-560. 
 
St John Sutton M.G., Marier D.L., Oldershaw P.J., Sacchetti R., Gibson D.G. (1982) 
Effect of age related changes in chamber size, wall thickness, and heart rate 
on left ventricular function in normal children. British heart journal. Vol. 
48(4):342-351. 
 
Sullivan R., Huang G.Y., Meyer R.A., Wessels A., Linask K.K., Lo C.W. (1998) Heart 
malformations in transgenic mice exhibiting dominant negative inhibition of 
gap junctional communication in neural crest cells. Developmental biology. 
Vol. 204(1):224-234. 
 
 
Tennstedt C., Chaoui R., Korner H., Dietel M. (1999) Spectrum of congenital heart 
defects and extracardiac malformations associated with chromosomal 
abnormalities: results of a seven year necropsy study. Heart (British Cardiac 
Society). Vol. 82(1):34-39 
 
Thews G  M.E., Vaupel P. (1989) Anatomie, Physiologie, Pathophysiologie des 
Menschen: Wissenschaftliche Verlags-Gesellschaft, Stuttgart 
 
Toth K., Shao Q., Lorentz R., Laird D.W. (2010) Decreased levels of Cx43 gap 
junctions result in ameloblast dysregulation and enamel hypoplasia in 
Gja1Jrt/+ mice. Journal of cellular physiology. Vol. 223(3):601-609. 
Literaturverzeichnis 
 127 
University of New South Wales (2008), Cellbiology 
http://cellbiology.med-unsw.edu.au/units/science/lecture0808.htm 
 
 
Van Arsdell G.S., Maharaj G.S., Tom J., Rao V.K., Coles J.G., Freedom R.M., 
Williams W.G., McCrindle B.W. (2000) What is the optimal age for repair of 
tetralogy of Fallot? Circulation. Vol. 102(19 Suppl 3):III123-129. 
 
Van Arsdell G., Yun T.J. (2005) An apology for primary repair of tetralogy of Fallot. 
Semin Thorac Cardiovasc Surg Pediatr Card Surg Annu. Vol. 128-131. 
 
Van Praagh R., Van Praagh S., Nebesar R.A., Muster A.J., Sinha S.N., Paul M.H. 
(1970) Tetralogy of Fallot: underdevelopment of the pulmonary infundibulum 
and its sequelae. The American journal of cardiology. Vol. 26(1):25-33. 
 
Van Praagh S., Davidoff A., Chin A., Shiel F.S., Reynolds J., Van Praagh R. (1982) 
Double Outlet Right Ventricle: anatomic types and developmental implications 
based on a study of 101 autopsied cases. Coeur Vol. XIII:389-440 
 
Van Praagh R. (1989) Etienne-Louis Arthur Fallot and his tetralogy: a new translation 
of Fallot's summary and a modern reassessment of this anomaly. Eur J 
Cardiothorac Surg. Vol. 3(5):381-386. 
 
Vogel R., Weingart R. (2002) The electrophysiology of gap junctions and gap junction 
channels and their mathematical modelling. Biology of the cell / under the 
auspices of the European Cell Biology Organization. Vol. 94(7-8):501-510. 
 
Vogelpoel L., Schrire V. (1955) The role of auscultation in the differentiation of 
Fallot's tetralogy from severe pulmonary stenosis with intact ventricular 
septum and right-to-left interatrial shunt. Circulation. Vol. 11(5):714-732. 
 
 
Literaturverzeichnis 
 128 
Walsh E.P., Rockenmacher S., Keane J.F., Hougen T.J., Lock J.E., Castaneda A.R. 
(1988) Late results in patients with tetralogy of Fallot repaired during infancy. 
Circulation. Vol. 77(5):1062-1067. 
 
Wang J., Luo X.J., Xin Y.F., Liu Y., Liu Z.M., Wang Q., Li R.G., Fang W.Y., Wang 
X.Z., Yang Y.Q. (2012) Novel GATA6 mutations associated with congenital 
ventricular septal defect or tetralogy of fallot. DNA and cell biology. Vol. 
31(11):1610-1617. 
 
Wang B., Wen Q., Xie X., Liu S., Liu M., Tao Y., Li Z., Suo P., Shen A., Wang J., Ma 
X. (2010) Mutation analysis of Connexon43 gene in Chinese patients with 
congenital heart defects. International journal of cardiology.Vol. 145(3):487-
489. 
Weber P.A., Chang H.C., Spaeth K.E., Nitsche J.M., Nicholson B.J. (2004) The 
permeability of gap junction channels to probes of different size is dependent 
on connexin composition and permeant-pore affinities. Biophysical journal. 
Vol. 87(2):958-973. 
 
Wei D., Bao H., Liu X.Y., Zhou N., Wang Q., Li R.G., Xu Y.J., Yang Y.Q. (2013) 
GATA5 loss-of-function mutations underlie tetralogy of fallot. International 
journal of medical sciences. Vol. 10(1):34-42. 
 
Weingart R., Maurer P. (1988) Action potential transfer in cell pairs isolated from 
adult rat and guinea pig ventricles. Circulation research. Vol. 63(1):72-80. 
 
Willecke K., Eiberger J., Degen J., Eckardt D., Romualdi A., Guldenagel M., Deutsch 
U., Sohl G. (2002) Structural and functional diversity of connexin genes in the 
mouse and human genome. Biological chemistry. Vol. 383(5):725-737. 
 
Witkowski R., Prokop O., Ullrich E. (1999) Lexikon der Syndrome und Fehlbildungen: 
Ursachen, Genetik und Risiken, Springer-Verlag, 6. Auflage 
 
Woods A. (1952) The electrocardiogram in the tetralogy of Fallot. British heart 
journal. Vol. 14(2):193-203. 
Literaturverzeichnis 
 129 
Yagi T., Takeichi M. (2000) Cadherin superfamily genes: functions, genomic 
organization, and neurologic diversity. Genes & development. Vol. 
14(10):1169-1180. 
 
Yeager M. (1998) Structure of cardiac gap junction intercellular channels. Journal of 
structural biology. Vol. 121(2):231-245. 
 
 
Zak R. (1974) Development and proliferative capacity of cardiac muscle cells. 
Circulation research. Vol. 35(2):suppl II:17-26. 
 
Abbildungsverzeichnis 
 130 
9. Abbildungsverzeichnis 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der vier      2 
Merkmale (Pulmonalklappenstenose, Ventrikelseptumdefekt, 
Rechtsherzhypertrophie, überreitenden Aorta, rot  
gekennzeichnet) der Fallot-Tetralogie. 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Double Outlet Right Ventricle. 3 
 
Abbildung 3: Darstellung der Zusammensetzung der Gap Junctions  11 
aus Connexinen sowie Aufbau des Connexins. 
 
Abbildung 4: Darstellung der Phosphorylierungsstellen des Connexin 43. 13 
 
Abbildung 5: Definition des Zellpols sowie der lateralen Zellseite.   36 
 
Abbildung 6: Darstellung der Fluoreszenabnahme über der Temperatur als 44 
Schmelzkurve. 
 
Abbildung 7: Darstellung der normalisierten Schmelzkurve.   45 
 
Abbildung 8: Darstellung des Differenzial Plots.     45 
 
Abbildung 9: Darstellung der Änderung der Fluoreszenz in Abhängigkeit  46 
von der Temperatur. 
 
Abbildung 10: Immunzytochemie von Wildtyp - sowie Connexin -    50 
transfizierten HeLa - Zellen mit dem Cx43 - Antikörper. 
 
Abbildung 11: Repräsentative Histologien zur Vermessung von Zellänge 53 
 und –breite der Kardiomyozyten von Patienten - 
gruppen unterschiedlichen Alters mit Fallot’scher Tetralogie. 
 
Abbildungsverzeichnis 
 131 
Abbildung 12: Zelllänge und – breite bei Patienten mit Fallot - Tetralogie  54 
und DORV vom Fallot - Typ. 
 
Abbildung 13: Immunhistolochemische Färbung der Kardiomyozyten des  56 
Infundibulums eines 4 Monate alten Patienten mit Fallot -  
Tetralogie (Gruppe 1). 
 
Abbildung 14: Immunhistochemische Färbung der Kardiomyozyten des   57 
Infundibulums eines 6-jährigen Patienten mit Fallot -  
Tetralogie (Gruppe 2). 
 
Abbildung 15: Immunhistochemische Färbung der Kardiomyozyten des   58 
Infundibulums eines 19-jährigen Patienten mit Fallot -  
Tetralogie (Gruppe 3). 
 
Abbildung 16: Lokalisation von Connexin 43 und N - Cadherin am Zellpol  59 
der Kardiomyozyten. 
 
Abbildung 17: Lokalisation von Connexin 43 und N - Cadherin an der  60 
lateralen Seite der Kardiomyozyten. 
 
Abbildung 18: Ratio Laterale Zellseite zu Zellpol von Connexin 43 bzw. N - 61 
 Cadherin. 
 
Abbildung 19: Kolokalisation von Cx43 und N - Cadherin am Zellpol sowie  62 
an der lateralen Zellseite der Kardiomyozyten . 
 
Abbildung 20: Schematische Darstellung des Cx43 Gens, der mRNA,  64 
des Cx43 Proteins sowie der gewählten HRM Amplikons. 
 
Abbildung 21: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunkt - 66 
analyse (C) nach erfolgter High Resolution Melting - PCR  
für das Amplikon 2. 
 
Abbildungsverzeichnis 
 132 
Abbildung 22: Repräsentatives Chromatogramm der Sequenzierung   67 
des HRM-PCR Produkts von Amplikon 2. 
 
Abbildung 23: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunkt - 69 
analyse (C) nach erfolgter High Resolution Melting - PCR  
für das Amplikon 6. 
 
Abbildung 24: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunkt - 71 
analyse (C) nach erfolgter High Resolution Melting - PCR für die 
Kontroll - DNA des Amplikon 6. 
 
Abbildung 25: Repräsentative Sequenzierung von Amplikon 6 einer DNA der  72 
Kontrollgruppe mit Vorwärts-Primer (A) und Rückwärts -  
Primer (B). 
 
Abbildung 26: Schmelzkurven (A), Differenzial Plot (B) und Schmelzpunkt - 73 
analyse (C) nach erfolgter High Resolution Melting - PCR für  
die Kontroll - DNA des Amplikon 6. 
 
Abbildung 27: Repräsentative Sequenzierung von Amplikon 6 einer DNA der 74 
  Patientengruppe mit Vorwärts-Primer (A) und Rückwärts -  
Primer (B). 
 
Tabellenverzeichnis 
 133 
10. Tabellenverzeichnis 
 
 
Tabelle 1:  Programm des Einbettautomaten.     32 
 
Tabelle 2:  Für die Immunhistochemie verwendete Antikörper und deren  34 
 Verdünnung. 
 
Tabelle 3: Für die Immunzytochemie verwendete Antikörper und deren  39 
 Verdünnung. 
 
Tabelle 4:  Primerpaare des Connexin 43 Gens.     42 
 
Tabelle 5:  Programm für die High Resolution Melting - PCR.   43 
 
Tabelle 6:  Einteilung und Charakteristika der Studiengruppen.   51 
 
Tabelle 7:  Einteilung und Charakteristika der Studiengruppen.   63 
 
Tabelle 8:  Bei der Sequenzierung endeckte SNP’s und Veränderungen der  75 
Basenfolge. 
 
Danksagung 
 134 
Danksagung 
 
Zu allererst möchte ich Prof. Dr.med. Friedrich Wilhelm Mohr für die Bereitstellung 
der Labore, sowie für die Möglichkeit am Herzzentrum Leipzig meine Doktorarbeit 
anfertigen zu können, danken. 
 
Des Weiteren danke ich Prof. Dr. med. Stefan Dhein für die Vergabe des 
interessanten Themas sowie die Betreuung während meiner Arbeit im Labor. Viele 
Anregungen sowie Vorschläge halfen mir meine Arbeit zu dem zu entwickeln, was 
sie jetzt ist. 
Aber auch Frau PD Dr. med. Aida Salameh möchte ich danken für die gute 
Betreuung, viele hilfreiche Diskussionen und ein offenes Ohr bei allen entstehenden 
Fragen. 
 
Außerdem gilt mein besonderer Dank Frau Dr. rer. nat. Sandy von Salisch für die 
vielen fachlichen Gespräche sowie Korrekturen beim Schreiben meiner Arbeit. 
Allen anderen Mitarbeitern und Doktoranden des Labors, insbesondere Frau Dr. rer. 
nat. Katja Blanke und Frau Sabine Steinbach, danke ich für die gute 
Zusammenarbeit sowie das angenehme Arbeitsklima. 
 
Für den Einblick in die Komplexität der Herzchirurgie und die Begeisterung für das 
Fach danke ich vor allem Dr. med. Anja Mühle und  Dr. med. Klaus Bomke, PD Dr. 
med. Sven Lehmann sowie Dr. med. Jörg Prehl.  
 
Herrn PD Dr. med. Christian Etz danke ich für die gute Zusammenarbeit und den 
Einblick in die aortenchirurgische Forschung sowie die damit verbundenen 
fordernden und fördernden Aufgaben. 
 
Der größte Dank gilt meinen Eltern, Großeltern sowie meiner restlichen Familie. 
Ohne ihre Unterstützung, Förderung und Motivation wäre diese Doktorarbeit nicht 
möglich gewesen. 
 
  Eigenständigkeitserklärung 
 135
Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige 
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich 
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte 
Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der 
vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland 
noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde 
zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt 
wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen übernommene 
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen 
wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen 
genannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. 
 
 
 
 
 
 
.................................     ....................................  
Datum       Unterschrift 
 
 
 
  
 
Lebenslauf           
 
 
Persönliche Daten 
 
Geburtsdatum, -ort:   01.04.1990, Leipzig 
 
Anschrift:    Geranienweg 2 
     04416 Markkleeberg 
 
Telefon:     0341/3584000 
     0162/4366158 
 
 
 
Ausbildungen 
 
 
Dezember 2015 3. Staatsexamen 
 
Dezember 2014  Beginn Master-Studiengang „Master of Clinical 
Research and Translational Medicine“, Universität 
Leipzig; Stipendium ProCordis e.V. 
 
November 2014 –  Praktisches Jahr 
Oktober 2015  
 
Oktober 2014  Dissertation „Untersuchung des Connexin 43 und N-
Cadherin bei Patienten mit Fallot’scher Tetralogie und 
Double Outlet Right Ventricle vom Fallot-Typ“ 
  - magna cum laude -  
 
Oktober 2014   2. Staatsexamen  
 
August - September 2013  Hospitation Stanford University, Kalifornien, USA 
   Department for Cardiothoracic Surgery 
 
September 2011   1. Staatsexamen   
 
Oktober 2009   Beginn Studium der Humanmedizin an der Universität 
     Leipzig 
 
Juni 2009    Abitur  
 
2007 – 2009    Leibniz-Gymnasium 
 
2006 – 2007    Private Chigwell School England 
 
 
Fremdsprachen:  
Englisch  - verhandlungssicher 
     Französisch - gute Schulkenntnisse 
  
 
Weitere Qualifikationen 
 
Juni 2015 Forschungsförderung Herzzentrum Leipzig in Höhe von  
9000€ für die Projekte „Korrelation von IN - VIVO - 
Elastizitätsmessungen mittels MRT mit molekularen 
Elastizitätsmarkern EX-VIVO bei Patienten mit 
bikuspider Aortenklappe (BAV)“ und „Validierung der im 
Blut gemessenen sRAGE Level als potenzieller 
Biomarker bei Patienten mit Aortenaneurysma“  
 
Mai 2014  Forschungsförderung Herzzentrum Leipzig in Höhe von 
4000€ -  „Untersuchung genetischer Variationen 
(SNPs) bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe und 
Aorta Ascendens Aneurysma“ 
 
April 2014    Kompaktseminar Schwein  
     Berliner Kompaktkurse, Berlin 
     Stipendium ProCordis e.V. 
 
Februar 2014   Felasa C – Zertifikat 
     Berliner Kompaktkurse, Berlin 
     Stipendium ProCordis e.V. 
 
Seit Juli 2012   Mitglied der aortenchirurgischen Forschungsgruppe  
     unter Leitung von Oberarzt Prof. Dr. med. Christian Etz 
     Schwerpunkt: Entwicklung von Pathologien der Aorta  
     bei Patienten mit einer bikuspiden Aortenklappe 
 
Seit Januar 2012  Studentische Aushilfe im Operationssaal der 
Herzchirurgie am Herzzentrum Leipzig 
  Ärztlicher Direktor: Prof. Dr. F.W. Mohr 
 
November 2010 –  Doktorarbeit im Labor für Herzchirurgie am  
Oktober 2014 Herzzentrum Leipzig  
    
 
 
Mitgliedschaften 
 
Deutsche Gesellschaft für Thorax-, Herz- und Gefäßchirurgie (DGTHG) 
 
Junges Forum der Deutschen Gesellschaft für Thorax-, Herz- und Gefäßchirurgie 
(DGTHG) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Publikationen und Kongressbeiträge 
 
Publikationen: 
 
Salameh A., Haunschild J., Braeuchle P., Peim O., Seidel T., Reitmann M., Kostelka M., 
Bakhtiary F., Dhein S., Dähnert I. (2014) On the Role of the Gap Junction Protein Cx43 
in human cardiac malformation with Fallot-Pathology. A study on paediatric cardiac 
spcimen. PLOS ONE 
 
Luehr M., Salameh A., Haunschild J., Hoyer A., Girrbach F.F., von Aspern K., Dhein S., 
Mohr F.W., Etz C.D. (2014) Minimally Invasive Segmental Artery Coil Embolization for 
Preconditioning of the Spinal Cord Colalteral Network Before One-Stage Descending 
and Thoracoabdominal Aneurysm Repair. Innovations (Phila) 
 
 
 Preise: 
 
Oktober 2015 Hans Borst Award der Eupean Association for Cardio-Thoracic 
Surgery (EACTS) auf dem 29th Annual Meeting 
 
Februar 2014  Hancock Preis auf der 43. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft 
   für Thorax-, Herz- und Gefäßchirurgie 
 
 
Vorträge: 
 
Oktober 2015 29th Annual Meeting of the European Association for Cardio-Thoracic 
 Surgery (EACTS) 
 
Von Aspern K., Haunschild J., Hoyer A., Bakhtiary F., Misfeld M., Mohr F.W., Etz C.D. 
 
Validating collateral network near-infrared spectroscopy (cnNIRS) for real-time 
monitoring of spinal cord oxygenation 
 
Februar 2015 44. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Thorax-, Herz- und 
Gefäßchirurgie (DGTHG) 
 
Haunschild J., Steinbach S., Lehmann S., Misfeld M., von Salisch S., Dhein S.,  
Mohr F.-W., Etz C.D. 
 
Proximal Aortic Aneurysm Formation – no it’s not all about the matrixmetalloproteinases! 
 
Haunschild J., von Salisch S., Misfeld M., Garbade J., Dhein S., Mohr F.-W., Etz C.D. 
 
Aortic wall morphology in patients with bicuspid and tricuspid aortic valve – How does 
diameter affect media calcinosis and thickness of the ascending aortic wall? 
 
Steinbach S., Haunschild J., Bakhtiary F., Misfeld M., Dhein S., Mohr F.-W., Etz C.D. 
 
Inflammation, Calcification and Autophagy: Molecular alterations in proximal aortic 
aneurysm of patients with bicuspid vs. tricuspid aortic valves 
 
 
  
 
April 2014 American Associaton for Thoracic Surgery (AATS) Aortic 
Symposium 
 
Etz C.D., Haunschild J., Misfeld M., Grothoff M., von Aspern K., Hoyer A., Luehr M., 
Gutberlet M., Mohr F.W. 
 
Bicuspidalization of the Native Tricuspid Aortic Valve: A New Experimental Model 
 
 
Februar 2014  43. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Thorax-, Herz- und 
Gefäßchirurgie (DGTHG) 
 
Etz C.D., Haunschild J., Luehr M., Hoyer A., Girrbach F., von Aspern K., Grothoff M., 
Gutberlet M., Misfeld M., Mohr F.W. 
 
Bicuspidalization of the native tricuspid Aortic Valve: A new experimental model to isolate 
the effect of altered ‚Flow-Architecture’ on Ascending/Root Disease 
 
 
Poster: 
 
Februar 2015 44. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Thorax-, Herz- und 
Gefäßchirurgie (DGTHG) 
 
Haunschild J., Steinbach S., Bakhtiary F., Garbade J., Lehmann S., Dhein S.,  
Mohr F.-W., Etz C.D. 
 
Correlation of blood flow architecture, morphologic phenotype, microscopic calcification 
and inflammation analysis in ascending aortic aneurysm 
 
 
Mai 2014 Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology (ATVB) 2014 
Scientific Sessions 
 
v.Salisch S., Haunschild J., Misfeld M., Borger M.A., Dhein S., Mohr F.W., Etz C.D. 
 
Granular media calcinosis in the aortic walls of patients with bicuspid and tricuspid aortic 
valves 
 
 
